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RESUME 
Le syndrome cutané radio-induit (SCR) est une lésion cutanée spécifique 
secondaire à une irradiation localisée de forte dose, qui se caractérise par des douleurs 
importantes, des vagues inflammatoires extensives, un défaut de revascularisation et de 
cicatrisation. De nouvelles stratégies thérapeutiques peuvent être envisagées pour la prise 
en charge de cette pathologie avec l’émergence récente des cellules souches 
mésenchymateuses. Ces cellules multipotentes ont des propriétés de transdifférenciation et 
de sécrétion de facteurs favorisant la régénération tissulaire. L’association de la chirurgie 
d’exérèse, des greffes de peau autologue et des injctions de cellules souches autologues 
isolées à partir de la moelle osseuse (Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells ou BM-
MSC) a confirmé ces hypothèses mais leur utilisation reste limitée à des cas de patients 
isolés. 
L’objectif de ce travail était d’optimiser la prise en charge du SCR par thérapie cellulaire 
pour l’étendre aux cas d’accidents de masse ou d’irra iation hétérogène associée. 
Les cellules souches dérivées du tissu adipeux (ASC pour Adipose tissue derived Stem 
Cells), plus abondantes que les BM-MSC et présentant des propriétés pro-angiogéniques, 
anti-apoptotiques et immunomodulatrices équivalentes voire supérieures, ont été choisies 
pour développer cet outil de thérapie cellulaire. La faisabilité de différentes stratégies 
thérapeutiques a été évaluée dans ce travail : la constitution de banques cellulaires 
autologues et allogéniques, une potentialisation des effets des ASC par thérapie génique 
transitoire et l’utilisation du sécrétome des ASC. 
La constitution de banques autologues ou allogéniques de cellules souches permet de 
pallier le délai d’obtention de greffons de taille suffisante en termes de quantité de cellules 
souches. Cette stratégie évaluée sur un modèle in vivo de miniporc a démontré la 
pertinence des banques d’ASC autologues mais a également mis en évidence les difficultés 
liées aux injections d’ASC allogéniques en particulier de type immunologique. 
La stratégie d’optimisation des ASC par manipulation ex vivo a pour but de potentialiser 
leurs effets par la sécrétion d’une protéine ad hoc impliquée dans les processus de 
réparation tissulaire et ainsi, de diminuer la quantité de cellules injectées et donc le temps 
de culture. La protéine sélectionnée dans ce travail est la protéine Sonic Hedgehog (Shh) 
décrite comme présentant des propriétés pro-angiogéniques et anti-apoptotiques. 
L’évaluation d’un protocole de thérapie génique transitoire utilisant des ASC transfectées 
par une construction plasmidique codant pour Shh (ASC-Shh) a montré la faisabilité de 
cette stratégie sur un modèle in vivo de miniporc.  
Les effets pro-angiogéniques de même que les effets du sécrétome des ASC et ASC-Shh 
sur des fibroblastes irradiés ont confirmé le rôle des facteurs paracrines des ASC dans la 
survie cellulaire et mis en évidence la potentialisation de leurs effets pro-angiogéniques par 
Shh. Ainsi l’utilisation du sécrétome des ASC ou ASC- hh apparaît également comme une 
stratégie pertinente permettant de s’affranchir de la compatibilité donneur-receveur lors des 
greffes de cellules souches. 
Ces différentes techniques basées sur les cellules souches dérivées du tissu adipocytaire 
représentent donc des stratégies prometteuses pour la prise en charge du syndrome cutané 
radio-induit.   
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ABSTRACT 
Cutaneous radiation syndrome (CRS) is a specific skin lesion caused by high dose local 
irradiation. It is characterized by severe pain, extensive inflammatory waves, incomplete 
revascularization and wound healing. For the last few years, mesenchymal stem cells 
(MSC) have become a promising cell source for cell therapy. MSC are multipotent cells 
which can transdifferentiate and secrete many paracrine factors involved in tissue 
regeneration, and they may be considered as a new th rapeutic strategy for the 
management of this pathology. This was confirmed by the results of works associating 
surgical resection, autologous skin graft and autolog us bone marrow mesenchymal stem 
cells (BM-MSC) injections, although the use of the latter remains limited to isolated cases 
of patients. 
The aim of this work was to optimize the management of CRS using stem cell therapy in 
order to extend it to mass casualties or associated heterogeneous irradiation. 
Adipose tissue derived stem cells (ASC) were chosen to develop cell therapy as they are 
more abundant than BM-MSC and exhibit higher pro-angiogenic, anti-apoptotic and 
immunomodulation properties. 
The feasibility of different therapeutic strategies has been evaluated in this work: the 
establishment of autologous and allogeneic cell banks, potentiation of ASC effects by 
transient gene therapy and the use of ASC secretome. 
The constitution of autologous or allogeneic stem cell banks overcomes the cell expansion 
delay required to obtain stem cells of clinical quantity. This strategy was evaluated in an in 
vivo minipig model of CRS and the relevance of autologous ASC banks was shown but 
this study highlighted difficulties associated with allogeneic injections especially 
immunological ones. 
Here is also reported an ASC optimization by ex vivo manipulation that aims to decrease 
the amount of injected cells and culture time through the secretion of an ad hoc protein 
involved in tissue repair processes and thus to, decrease the amount of injected cells and 
therefore the culture time. The protein chosen was Sonic Hedgehog (Shh), known to be 
involved in pro-angiogenic and anti-apoptotic processes. The evaluation of a transient gene 
therapy protocol using ASC transfected with a plasmid construct encoding Shh (ASC-Shh) 
confirmed the feasibility of this strategy in the same minipig model of CRS. 
The pro-angiogenic effects as well as other effects of ASC and ASC-Shh secretome on 
irradiated fibroblasts have confirmed the role of ASC paracrine factors in cell survival and 
demonstrated potentiation of their pro-angiogenic effects by Shh. Thus the use of ASC or 
ASC-Shh secretome also appears as a relevant strategy to overcome the donor-recipient 
compatibility during stem cell transplants. 
These techniques based on adipose tissue derived stem cells represent promising strategies 
for the management of cutaneous radiation syndrome. 
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INTRODUCTION GENERALE 
 
La radioactivité est un domaine méconnu dont les conséquences ont longtemps été 
sous-estimées. Les effets déterministes des fortes doses sont désormais bien connus pour 
chaque tissu et de nombreux travaux de recherche ont été réalisés pour améliorer la prise 
en charge les atteintes hématologiques, neurologiques, gastro-intestinales et cutanées 
secondaires à une irradiation. La peau qui représente u  organe de défense contre les 
agressions extérieures peut ainsi être exposée lors d’ir adiation externe à des doses 
importantes de rayonnements X ou γ, qui entraîneront le développement de lésions 
cutanées spécifiques rassemblées sous le terme de syn rome cutané radio-induit (SCR).  
Avec l’émergence ces dix dernières années des cellules souches et de leur potentiel pro-
régénératif en thérapie cellulaire leur application a aturellement été envisagée dans le 
traitement du SCR. Le protocole actuel combinant la chirurgie guidée par dosimétrie 
physique, les injections de cellules souches mésenchymateuses isolées à partir de la 
moelle osseuse et les greffes de peau autologue est un  véritable avancée médicale. Ce 
traitement lourd et douloureux reste cependant limité à la prise en charge de patients 
isolés.  
 
Le travail présenté dans cette thèse concerne l’utilisation potentielle d’un autre type de 
cellules souches, les cellules souches dérivées du tiss  adipocytaire pour améliorer la 
prise en charge du SCR. Différentes stratégies thérapeutiques ont été mises au point et 
évaluées : les banques de cellules souches autologues et allogéniques, l’optimisation des 
cellules souches par thérapie génique transitoire et l’utilisation du sécrétome des cellules 
souches dérivées du tissu adipeux génétiquement modifiées ou non. 
 
Les protocoles de thérapie cellulaire ainsi proposés ouvrent un vaste de champ de 
recherche et d’application en clinique humaine pour le traitement du syndrome cutané 
radio-induit. 
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I)  EFFETS BIOLOGIQUES DES RAYONNEMENTS 
IONISANTS 
 
I.A)  Généralités sur les rayonnements ionisants 
I.A.1) Définit ion 
 
Les rayonnements ionisants (RI) ont été découverts il y a plus d’un siècle par 
Henry Becquerel en 1895. Ils disposent d’une énergie suffisante pour ioniser une 
molécule dans la matière et sont produits naturellem nt suite au passage d’un état instable 
de l’atome vers son état stable (radioactivité naturelle tellurique, rayonnements 
cosmiques…) ou artificiellement (accélérateurs, tubes à rayons X, etc). Les RI peuvent 
être classifiés en corpusculaires et électromagnétiques en fonction de leur nature et 
directement/indirectement ionisant en fonction de leur mode d’interaction avec la matière. 
Les atomes, constituants de la matière, présentent tous une structure générale similaire 
avec un noyau constitué à la fois de protons chargés positivement et de neutrons 
(particule neutre). Autour du noyau gravitent des électrons, 2000 fois plus légers et 
chargés négativement, qui constituent le cortège électronique. En fonction du nombre de 
neutrons et de protons, le noyau atomique est plus ou moins stable. En cas d’instabilité, 
celui-ci libère l’excédent de matière et/ou d’énergi  (désintégration radioactive) pour 
tendre vers un état plus stable. C’est le phénomène de radioactivité (Bertin, 1994). Il 
existe différentes désintégrations radioactives à l’origine des quatre principaux types de 
rayonnements ionisants.  
Le rayonnement α est une particule chargée qui correspond à l’émission de deux 
neutrons et deux protons par le noyau d’un élément lourd tel que le radon ou le 
plutonium. Du fait de sa masse, son trajet dans l’air est court : de l’ordre de quelques 
centimètres. Il est arrêté par une feuille de papier et sa pénétration ne dépasse pas les 
cellules mortes de la couche cornée de la peau (Bonche, 2012) (Figure 1).  
Le rayonnement β est le mode de désintégration de nombreux noyaux d’atomes et se 
traduit par l’émission, à partir du noyau, d’une particule chargée négativement (β-), 
similaire à un électron ou positivement (β+) : positon. Cette particule plus légère a un 
trajet dans l’air de quelques mètres et de quelques millimètres dans les tissus, elle est 
arrêtée par une feuille d’aluminium (Bonche, 2012) (Figure 1). 
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L’émission de neutrons est naturellement moins fréquente et fait suite à la fragmentation 
de noyaux très lourds par un mécanisme de fission. A l’inverse des précédentes, cette 
particule est neutre. Son trajet dans l’air est d’environ un kilomètre et d’un mètre dans les 
tissus. Ils sont arrêtés par interaction avec les noyaux des éléments légers tels que l’eau 
ou la paraffine (Figure 1). Ces trois types de rayonnements (α, β et neutrons) ont une 
masse. Ce sont des rayonnements dit particulaires ou corpusculaires. 
 
Figure 1 : Schéma descriptif simplifié des émissions α, β, neutrons et γ. 
 
A. Les différents modes de désintégration radioactive 
B. Trajet dans l’air des rayonnements α, β, γ/X et neutronique 
C. Pénétration tissulaire des rayonnements α, β et γ 
Schéma réalisé d’après (Bertin, 1994). 
 
A l’inverse, il existe également des rayonnements électromagnétiques γ et X qui n’ont 
ni masse ni charge. Ils correspondent à un excès d’énergie émis par le radio-isotope sous 
forme de grain d’énergie : le photon. La différence entre un rayonnement γ et un 
rayonnement X vient de son origine. Le rayon γ est émis à partir du noyau et accompagne 
le plus souvent une émission α ou β. Le rayonnement X est issu du cortège électronique. 
Le Fer55 est un émetteur naturel de rayonnement X mais le plus souvent ces rayons sont 
produits industriellement dans un générateur de rayons X. Leur trajet dans l’air est de 
plusieurs kilomètres  et de quelques mètres dans les tissus. Ils sont ralentis par les métaux 
lourds comme le plomb (Basdevant, 2011; Bonche, 2012) (Figure 1). 
plomb aluminium papier 
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I.A.2) Caractérisation d’une source : éléments de dosimétrie 
 
Pour déterminer et quantifier les effets d’un rayonnement ionisant lors de son 
interaction avec la matière vivante, et adapter les moyens de détection, de protection et de 
traitement, on dispose d’un certain nombre de paramètres résumés dans la figure 2. 
 
Figure 2 : Caractéristiques principales d’une source de rayonnements ionisants et grandeurs 
dosimétriques. 
 
 
Une source radioactive se définit tout d’abord par son activité (nombre de désintégrations 
radioactives par seconde (en Becquerel : Bq)) et sa période radioactive (T) (temps 
nécessaire pour que la moitié des atomes radioactifs d’une source considérée à un instant 
t soit désintégrés naturellement).  
Par ailleurs, l’énergie du rayonnement ionisant (E) est aussi importante à définir car elle 
va conditionner en partie sa pénétration. Elle s’exprime en Joules (J) ou en électron-
Activité de la source A: Nombre de désintégrations/seconde en Becquerels (Bq) 
 
Période T: caractérisant les désintégrations                  T= ln2/λ en Secondes (Sec) 
(λ: constante radioactive d’un radio-isotope) 
 
Transfert d’ énergie linéique  TEL: Energie moyenne déposée localement par une 
particule lors de l’interaction avec la matière en keV/µm 
 
Dose absorbée D:  Energie déposée par le RI par unité de masse 
  D= E (en joules)/masse (en Kg) 
  D s’exprime donc en J/Kg= Gray (Gy) 
 
Dose équivalente H: prend en compte la nature du rayonnement  
H= D (en Gy)× WR   en Sievert (Sv)     
  WR : facteur de pondération du rayonnement 
 
Dose efficace E: prend en compte la nature du rayonnement et le tissu traversé 
  E= H (en Sv)× WT   en Sievert (Sv) 
  WT : facteur de pondération du tissu traversé 
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volt (eV). Cette énergie permet de quantifier les effets physiques et biologiques d’un 
faisceau de rayonnements ionisants. 
En radiobiologie, le calcul de la dose absorbée (D) correspondant à l’énergie déposée par 
unité de masse en Gray (Gy= Joules/ Kg) est utilisé pour évaluer les effets biologiques et 
physiques des fortes doses de rayonnements ionisants. 
Le débit de dose et le fractionnement de dose sont également des paramètres impactant 
fortement la réponse tissulaire principalement dans le cadre de la radiothérapie. 
Enfin, en radioprotection, on utilise les doses équivalentes (H) et efficaces (E) exprimées 
en Sievert (Sv) qui tiennent compte de la qualité du rayonnement (rayonnement à fort ou 
faible transfert d’énergie linéique) et du tissu traversé (Bolus, 2001). 
 
 
 
I.A.3) Les principales sources de rayonnements ionisants 
 
Parmi les principales sources, il existe les sources radioactives non scellées 
constituées d’un élément radioactif dispersable. Elles sont utilisées pour le marquage de 
molécules ou en thérapeutique pour le traitement des cancers de la thyroïde notamment 
avec de l’iode131. 
Par définition, les sources scellées ont non dispersables et composent notamment les 
gammagraphes utilisés en métallurgie pour contrôler la qualité des pièces. Elles sont 
également utilisées dans l’industrie pour la stérilisation ou en médecine (curiethérapie).  
Les générateurs de rayonnements ionisants ont aussi une source d’utilisation 
fréquente. Ils permettent principalement la production de rayons X grâce à une 
alimentation électrique et sont très utilisés en radiothérapie et radiodiagnostic. 
Enfin on retiendra les activités utilisant l’énergie nucléaire telles que les réacteurs ou les 
armes nucléaires. Les réacteurs nucléaires sont au nombre de 58, répartis dans 19 
centrales nucléaires en France (plus grand nombre de réacteurs par habitant au monde). 
Les armes nucléaires quant à elles peuvent être à l’origine de dégâts immenses en cas 
d’utilisation volontaire, mais pour lesquelles le risque d’accident est extrêmement faible 
(Cavallo et al, 2010). En revanche les essais nucléaires aériens réali és il y a quelques 
décennies ont été à l’origine d’une dispersion importante de radioéléments dans 
l’atmosphère (Alexakhin et al, 2007). 
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I.A.4) Mode d’exposition 
 
L’exposition aux rayonnements ionisants se caractérise par trois modes pouvant 
être combinés : l’exposition externe (ou irradiation), la contamination externe et la 
contamination interne. 
En fonction du mode d’exposition et du type de rayonnements les effets biologiques 
seront différents (Cavallo et al, 2010) (Figure 3). 
 
Figure 3: Les différents modes d’exposition aux rayonnements ionisants. 
 
 
 
L’exposition externe correspond à une irradiation par une source qui est à distance de 
l’organisme. Lorsque celui-ci n’est plus exposé à la source, l’irradiation cesse. Un 
paradigme en médecine pour représenter cette notion est le suivant : « un blessé irradié 
n’irradie pas plus qu’un brûlé ne brûle ». Les rayonnements α ne passent pas la couche 
cornée de la peau et les rayonnements β de faible et moyenne énergie ne présentent pas 
un risque en exposition externe. Les rayonnements β de haute énergie peuvent passer le 
derme et causer des dommages, de même que les rayonneme ts γ/X qui peuvent atteindre 
à la fois la peau, le derme et les tissus profonds (Figure 4). 
La contamination externe se définit par le dépôt de matières radioactives sur la peau 
suite à un contact direct avec des radio-isotopes d’une source non scellée ou à des 
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retombées de matières radioactives. Comme pour l’exposition externe, les rayonnements 
α n’ont aucun effet biologique et les rayonnements γ/X présentent les mêmes dangers. En 
revanche, les rayonnements β présentent un danger particulier par une atteinte exclusive 
de la peau (Figure 4). 
Enfin, lors d’une contamination interne due à la pénétration de radio-isotopes dans 
l’organisme par ingestion, inhalation, voie transcutanée ou lésion cutanée, le risque lié 
aux rayonnements α est majeur car ces particules lourdes vont déposer leur énergie sur un 
parcours très court, induisant des lésions cellulaires importantes. Les effets des 
rayonnements β et γ/X sont identiques à ceux décrits lors d’une exposition externe 
(Figure 4). 
 
Figure 4 : Effets des différents 
rayonnements ionisants en 
fonction du mode d’exposition. 
 
L’effet de chaque type de 
rayonnements varie en fonction du 
mode d’exposition en raison de leur 
énergie, de leur masse et de leur 
charge qui conditionnent leur trajet 
dans les tissus et le dépôt d’énergie. 
Figure réalisée d’après (Bolus, 
2001). 
 
 
 
 
 
Dans ce travail, le mode d’exposition utilisée est l’exposition externe (ou 
irradiation externe) par des rayonnements à forte dose. 
 
 
I.A.5) Radioactivité naturelle 
 
La radioactivité naturelle constitue la principale source d'exposition aux  
rayonnements ionisants. En France, chaque personne reçoit une dose moyenne de 
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2,4 mSv à 3,7 mSv par an contre 1 mSv pour les examns médicaux. Les expositions 
varient d'une personne à l'autre en fonction de l'altitude, de la nature des sols et de 
l'habitation. 
Cette exposition naturelle est due à quatre phénomèes distincts  (Bertin, 1994) 
(Figure 5): 
• Le rayonnement cosmique atténué par l’atmosphère et don  l’importance 
augmente avec l’altitude 
• Le rayonnement tellurique provenant de la dégradation de l’écorce terrestre. Il 
varie selon la nature du sol : la radioactivité est 5 à 20 fois plus importante au 
niveau des sols granitiques par rapport aux sols sédimentaires 
• L’ingestion de différents aliments ou de boissons composés naturellement 
d’isotopes radioactifs qui se fixent dans l’organisme 
• L’inhalation de radioéléments en particulier le radon, la source de radioactivité 
naturelle la plus importante 
 
 
Figure 5: Les différentes sources de radioactivité naturelle. 
 
L’homme est naturellement exposé à quatre sources naturelles de radioactivité : le rayonnement cosmique, 
le rayonnement tellurique, l’ingestion de produits contenant naturellement des radio-isotopes et 
l’inhalation de radioéléments en particulier le radon. Figure  réalisée d’après [1, 2]. 
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I.B) RISQUE D’ACCIDENTS GRAVES D’EXPOSITIONS 
 
I.B.1) Risque civil 
 
Ces 30 dernières années avec la montée en puissance de l’énergie nucléaire et de 
l’utilisation des rayonnements ionisants dans de nombreux domaines d’activité en 
particulier industriels et médicaux, une augmentation du nombre d’accidents a été 
rapportée à l’Agence Internationale de l’Energie Atomique (AIEA).  
La figure 6A révèle une augmentation du nombre d’incidents graves ces deux dernières 
décennies avec une moyenne de trois accidents par an [3].  
 
Figure 6 : Accidents radiologiques rapportés au niveau mondial. 
 
A. Nombre d’accidents radiologiques par décennie 
B. Distribution des victimes d’accidents radiologiques en fonction de l’origine de la source radioactive 
Figure réalisée d’après les données de l’institut de Radioprotection et de Sureté Nucléaire (IRSN) et de 
l’AIEA [3; 4]. 
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En considérant le nombre de victimes par accident, l s centrales nucléaires sont à 
l’origine de la majorité des victimes sur ces 30 dernières années (pour exemple la 
catastrophe de Fukushima Daiichi en 2011 avec des doses relativement faibles (Taira et 
al, 2014) et Tchernobyl en 1986, fortes doses (Alexakhin et al, 2007)), cependant la 
fréquence de ces accidents est très faible avec un recul sur ces 50 dernières années. Le 
secteur industriel est néanmoins responsable de 51 % du nombre total des accidents 
radiologiques graves, suivi par la recherche avec 20 %, le nucléaire civil avec 13 %, la 
médecine avec 11 % et les activités militaires avec 5 % (Figure 6B) ; [4] ; (Lipscy et al, 
2013)). Par ailleurs plusieurs accidents de surexpositions ont été rapportés ces quinze 
dernières années (Nenot, 2009) avec notamment l’accidents des patients sur-irradiés à 
l’hôpital d’Epinal qui a conduit au décès de quatre p rsonnes et les accidents de 
surexposition à des sources scellées du Chili en 2006 et du Sénégal en 2007 au cours 
desquels deux personnes ont été exposées à des sources de gammagraphie (iridium192). 
 
 
 
I.B.2) Risques militaire et terroriste 
 
Dans le domaine militaire, aucun accident grave n’a été rapporté en France depuis la 
catastrophe de In Ecker (essai nucléaire en mai 1962) qui a nécessité la décontamination 
de plus de 1 000 personnes sans que des cas de syndrome aigu d’irradiation aient été à 
déplorer. Cependant depuis le 11 septembre 2001, avec l  montée de la menace terroriste 
et la dislocation de l’Union Soviétique plusieurs scénarios terroristes sont à envisager. 
Deux d’entre eux en particulier sont considérés comme très probables : l’utilisation d’une 
source scellée ou d’une bombe sale. 
La source scellée pourrait être déposée dans un lie public comme le métro, un parc, un 
centre commercial et irradierait alors à forte dose et de manière insidieuse un grand 
nombre de personnes, provoquant chez les victimes exposées des irradiations corporelles 
partielles, totales ou localisées puis une panique importante à la découverte de la source. 
Le scénario de la bombe sale consiste en un engin explosif « improvisé » contenant une 
matière radioactive qui serait dispersée au moment d  l’explosion. Ce scénario aurait pour 
conséquence des blessures chirurgicales graves associées à une contamination interne et 
externe. Plusieurs attentats de ce type ont été déjoués notamment près de Grozny en 1998 
Introduction Générale   
Diane Riccobono/ Thèse d’Université 2014/ Grenoble  47 
par les services secrets russes qui avaient retrouvé des engins explosifs chargés de 
matières radioactives. 
Les autres scénarios envisagés sont la contamination intentionnelle de population via 
l’eau ou les épandages, l’attaque de centrales nucléaires et l’utilisation d’un engin 
nucléaire improvisé ou d’une arme nucléaire. Ces scénarios sont moins probables car 
plus, ou très difficilement réalisables. Dick Cheney déclarait cependant en 1991 : « Les 
soviétiques possèdent 25 000 à 30 000 armes nucléaires. Si ils font un bon travail de 
contrôle avec 99% de réussite, cela signifie que l’on pourrait avoir 250 bombes non 
contrôlées » [5]. Ce risque, bien que peu probable, reste donc n négligeable. 
 
 
 
 
 
I.C)  PHYSIOPATHOLOGIE DES FORTES DOSES 
 
Les risques liés à l’utilisation des rayonnements ionisants sont connus depuis 
longtemps, les premiers effets (lésion cutanée et dépilation) ayant été découverts dès 1896 
(Stevens et al, 1896), un an seulement après la découverte des rayons X par Röntgen. De 
nombreuses études ont été réalisées et il a été clairement démontré que les effets 
biologiques des rayonnements étaient directement liés à la dose reçue. La limite faibles 
doses/fortes doses est difficile à définir. On parle de fortes doses lorsque leurs effets sont 
« déterministes » c'est-à-dire clairement identifiés, obligatoires et avec une dose seuil. En 
dessous de 0,5 Gy, on définit les faibles doses, pour lesquelles les effets sont aléatoires et 
retardés, dits « stochastiques » (Stewart et al, 2012); [6]. 
Dans ce travail nous ne nous intéresserons qu’aux fortes doses d’irradiation dont les effets 
biologiques suivent une cinétique très bien décrite (Figure 7). 
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Figure 7 : Cinétique des dommages radio-induits. 
 
Cette figure a été réalisée d’après les travaux de (Schmidt-Ullrich et al, 2000; Mitchell et al, 2006; 
Campisi and d'Adda di Fagagna, 2007; Tubiana; 2008, Bernardo et al, 2009 et  Zaim et al, 2012). 
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I.C.1) Niveau physique 
 
L’étape physique intervient dès les 10-18 à 10-12 seconde après le contact entre le 
rayonnement ionisant incident et la matière. Elle se caractérise par le dépôt d’énergie du 
RI sous forme de « collisions » avec les électrons, provoquant des ionisations et des 
excitations d’atomes au sein de la cellule. 
Un rayonnement est dit « directement ionisant » lorsqu’il est lui-même chargé 
(rayonnement α, β+/-, électrons) ou « indirectement ionisant ». S’il est électriquement 
neutre (neutrons, photons) : il mobilise alors des particules chargées dans la cellule 
(électrons secondaires) qui produiront des ionisations. Ces excitations et ionisations ont 
lieu tout le long du trajet du rayonnement dans la matière et sont à l’origine de réactions 
physico-chimiques et biologiques des RI (Bertin, 1994) ; (Figure 7). 
 
 
I.C.2) Niveau physico-chimique 
 
Les réactions physico-chimiques interviennent entre 10-12 et 1 seconde après le 
contact du rayonnement ionisant avec la matière (Figure 7-8). 
 
Figure 8 : Effets physico-chimique des 
rayonnements ionisants. 
 
Les rayonnements ionisants entrainent par 
excitation et ionisation des lésions des 
molécules clés de la cellule telles que l’ADN, 
directement ou indirectement via la 
production de radicaux libres issus de la 
radiolyse de l’eau.  
Figure réalisée d’après (Tubiana et al, 2005). 
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I.C.2.a) Effets directs des rayonnements ionisants 
 
Les molécules excitées et ionisées précédemment décrites peuvent être des 
constituants des protéines, des lipides ou de l’ADN. Elles présentent un excès d’énergie et 
sont instables. Cet excès d’énergie sera libéré par émission de nouveaux photons ou par 
rupture de liaisons covalentes de la molécule. Les effets directs des rayonnements 
résultent de ces ruptures. 
 
 
I.C.2.b) Effets indirects des rayonnements ionisants 
 
Les effets indirects résultent de l’interaction des produits de radiolyse de l’eau 
avec les constituants des cellules (ADN, lipides, protéines, etc). Les rayonnements 
ionisants peuvent produire par interaction avec les molécules d’eau, des radicaux libres 
très réactifs tels que le radical hydroxyle (°OH) ou l’anion superoxyde (O2°). Ces 
radicaux issus de la radiolyse de l’eau sont aussi appelés espèces réactives de l’oxygène 
(ERO). Le radical °OH est considéré comme le plus toxique en biologie et peut réagir 
avec les protéines, les lipides ou l’ADN (Rich et al, 2000). Certaines protéines cellulaires 
telles que la NADPH oxydase (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate oxydase : 
NOx) dont il existe plusieurs formes (NOx2, NOx4) génèrent la formation d’ERO (O2
.-, 
H2O2, HOCl) en catalysant l’oxydation du substrat NADPH+ par l’oxygène moléculaire 
O2 en NADP+. Les transporteurs d’électrons de la chaine respiratoire contribuent 
également à la formation d’ERO : environ 2% de l’oxygène moléculaire échappent à la 
réduction tétravalente en H2O associé à la formation d’ATP, pour former l’anion 
superoxyde O2° à l’origine des effets délétères dans les compartiments cellulaires lorsque 
la production augmentent. Les effets indirects sont à l’origine de 90% des effets des 
rayonnements ionisants dans les tissus biologiques (Schmidt-Ullrich et al, 2000). 
 
 
I.C.2.c) Lésions moléculaires 
I.C.2.c.1) Lésions de l’ADN 
 
Les effets des rayonnements ionisants sur l’ADN sont multiples (cassures simple 
brin (CSB) ou double brin (CDB), altération de bases, pontage intra et inter-chaine…), les 
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plus délétères étant les cassures double brin de l’ADN car leurs mécanismes de réparation 
cellulaire sont plus complexes (Tubiana et al, 1986; Tubiana, 2008). 
• Les CSB surviennent le plus souvent entre la base et l  désoxyribose 
entraînant une ouverture en « fermeture éclair » del’ADN. Une énergie 
déposée supérieure à 10 ev/mm3 est nécessaire pour l’apparition de ce type 
de lésion. Pour une dose absorbée de 1 Gy, on observe dans une cellule 
environ 1000 CSB 
• Les CDB de l’ADN correspondent à une rupture des deux chaines à des 
niveaux distants de moins de trois bases. Elles sont plus rares mais plus 
graves. On observe environ 40 CDB pour 1 Gy dans une cellule. L’énergie 
requise pour provoquer une rupture double brin est supérieure à 
100 ev/mm3. L’accumulation de cassures double brin peut aboutir à court 
terme à des aberrations chromosomiques telles que la formation de 
chromosomes dicentriques, acentriques ou en anneaux qui sont des 
anomalies instables (Figure 9A) et à long terme à des translocations 
chromosomiques stables (Figure 9B). La détection de ces anomalies est 
utilisée en dosimétrie biologique afin d’évaluer la dose absorbée par les 
tissus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9 : Aberrations chromosomiques secondaires à une irradiation. 
 
A. Chromosomes dicentriques (flèches rouges) 
B. Translocation chromosomiques (flèches blanches) 
Images fournies par le Dr M. Valente de la Cellule d  Dosimétrie Biologique de l’Institut de Recherche 
Biomédicale des Armées. 
 
A B 
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Il existe d’autres lésions de l’ADN qui nécessitent u e énergie déposée moins importante. 
Elles sont donc plus fréquentes mais moins délétères pour l’avenir de la cellule (Cadet  
al, 1999) : 
• Les altérations de bases qui peuvent être partiellem nt détruites ou modifiées 
chimiquement (environ 10 000/Gy dans une cellule) 
• Les modifications de sucres (environ 1 500/Gy dans une cellule) 
• Les pontages intra-chaîne ou inter chaîne (environ 30/Gy dans une cellule)  
• Les liaisons ADN-protéines (environ 150/Gy dans unecellule) 
 
En réponse à ces dommages, des mécanismes de réparation cellulaires spécifiques de 
chaque type de lésions existent. Ils seront décrits dan  le paragraphe suivant. 
 
 
I.C.2.c.2) Lésions des  protéines et des lipides 
 
Les lésions des protéines et des lipides suite à une irradiation ont été moins 
étudiées que les lésions de l’ADN. Les RI provoquent dans la cellule des peroxydations 
lipidiques et protéiques.  
La peroxydation des lipides membranaires est une réaction en chaîne, aboutissant à la 
formation de radicaux réactifs puis des aldéhydes. L  conséquences sont nombreuses. 
Les membranes deviennent rigides, perdent leur perméabilité sélective ou leur intégrité et 
les produits de la peroxydation lipidique peuvent inhiber les fonctions enzymatiques 
(Schmidt-Ullrich et al, 2000 ; Bolus, 2001).  
Les dommages oxydatifs des acides aminés sont principalement dus à l’attaque par les 
radicaux issus de la radiolyse de l’eau. Ils mènent à des modifications de la structure 
secondaire et tertiaire des protéines par dénaturation, fragmentation ou formation 
d’agrégats et ainsi à une perte de fonction de la protéine (White and Mallya, 2012). 
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I.C.3) Niveau biologique  
 
I.C.3.a) Réponse  cellulaire 
 
Les mécanismes moléculaires secondaires aux lésions cellulaires radio-induites 
dépendent de la dose, du type de cellule, et du stade du cycle cellulaire ainsi, les cellules 
se divisant rapidement (index mitotique important) telles que les cellules épithéliales du 
tractus gastro-intestinal sont plus radiosensibles que les cellules à faible index mitotique 
comme les cellules nerveuses.  
Cette réponse cellulaire est caractérisée par l’activation des protéines impliquées dans :  
- la réparation de l’ADN  
- l’arrêt temporaire du cycle cellulaire (dans le casde cellules se divisant)  
- la mort cellulaire  
 
 
I.C.3.a.1) Mise en place des systèmes de réparation 
 
Pour éviter la transmission d’altérations génétiques, plusieurs systèmes de réparation 
de l’ADN agissent en même temps que les points de contrôle. Les principaux mécanismes 
de réparation sont (Pirsel t al, 2004):  
• Excision/re-synthèse  
• Réparation de défaut d’appariement (mismatch) 
• Réparation des cassures simple brin 
• Réparation des cassures double brin  
La plupart des cassures doubles brins sont réparées prè  exposition des cellules aux 
rayonnements ionisants. Il existe deux voies majeures : 
- la recombinaison homologue (RH) qui prédomine après la réplication de 
l’ADN et répare avec précision les CDB en utilisant la chromatide sœur 
comme matrice 
- la voie de recombinaison non homologue (NHEJ pour Non Homologous End 
Joining) qui prédomine en phase G0 et G1 du cycle cel ulaire. Ce processus de 
réparation est imprécis et peut générer la perte de nucléotides au niveau des 
sites de cassure (Sancar et al, 2004). 
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I.C.3.a.1.1) Réparation correcte 
Lorsque la structure et l’information de l’ADN sont restituées à l’égale de la 
situation précédant l’irradiation (réparation fidèle), la cellule sort de son arrêt transitoire 
et reprend son rythme habituel de division et réplication. 
 
 
I.C.3.a.1.2) Réparation incorrecte 
Malgré des systèmes de réparation très efficaces, des lésions peuvent subsister. 
Les bases modifiées non réparées ne bloquant pas l’ADN polymérase, peuvent être 
associées avec des bases non apparentées au cours de la éplication. Un point de mutation 
est alors produit dans le brin dupliqué qui sera fixé aux réplications cellulaires suivantes. 
De telles modifications sont en général non létales. Si ces modifications ne sont pas 
détectées par les systèmes de contrôle de la cellule, elles mènent à une instabilité 
génomique ou à des mutations de gènes pouvant évoluer à terme vers des cancers (Shah 
et al, 2012). Les effets de ces mutations sont retardés et aléatoires, ce sont des effets 
stochastiques des RI (Tubiana, 2008), ainsi la réparation fautive de cellules souches après 
exposition aux RI pourrait être à l’origine de cancérisation (Panganiban et al, 2013). 
A l’inverse, si les anomalies génétiques ont été déect es, la cellule via l’activation de la 
protéine p53 entrera en apoptose ou arrêtera sa prolifération par le mécanisme de 
sénescence prématurée. 
Lorsque les systèmes de réparation de l’ADN sont dépassés, les anomalies génétiques et 
cellulaires sont trop importantes pour permettre à la cellule d’induire une mort 
programmée ainsi, une mort cellulaire par nécrose ou par mort mitotique est observée 
(Panganiban et al, 2013). 
 
 
 
I.C.3.a.2) Arrêt du cycle cellulaire 
 
Le cycle cellulaire est composé de quatre phases : G1, S, G2, M. Le passage d’une 
phase du cycle cellulaire à la suivante est contrôlée par l’activation et l’inactivation de 
protéines appartenant à une famille de serine/thréonine kinases : les kinases dépendantes 
des cyclines (CDKs). Sous forme de monomères les CDKs sont inactives et sont activées 
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après liaison aux cyclines. Différents complexes cycline/CDK sont assemblés et activés 
pour contrôler les différents passages d’une phase du cycle cellulaire à l’autre 
(Figure 10).  
 
 
Figure 10 : Schéma simplifié des mécanismes d’arrêt du cycle cellulaire mis en place en 
réponse aux dommages à l’ADN. 
 
En réponse à des lésions de l’ADN, des protéines vont détecter les lésions (ATM/ATR) et transmettre un 
signal aux protéines effectrices via des transducteurs (Chk1, Chk2). Les protéines effectrices, en particulier 
p53 qui active p21 vont bloquer le cycle cellulaire aux points de contrôle G1/S, S et G2/M en inhibant 
l’action des couples cycline/ kinase dépendantes des cyclines (CDK).. 
Figure réalisée d’après (Alberts et al, 2007). 
 
 
Les dommages de l’ADN induits par les RI peuvent temporairement activer des 
points de contrôle du cycle cellulaire conduisant soi à la réparation de l’ADN, soit à un 
arrêt irréversible de la prolifération. L’exposition aux radiations ionisantes entraîne des 
modifications de la progression normale du cycle cellulaire (Iliakis, 1997) pendant le 
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passage de la phase G1 à la phase S (point de contrôle en G1/S), de la phase S à la phase 
G2 (point de contrôle en S) et surtout pendant le passage de la phase G2 à la mitose (point 
de contrôle en G2/M). Les points de contrôle du cycle ellulaire nécessitent des 
détecteurs («sensors», principalement ATM et ATR), des transducteurs du signal (tels que 
Chk1 et 2) et des effecteurs (dont p53/p21 ; Cdc25) qui vont bloquer l’action des 
complexes cycline/CDK et activer les mécanismes de réparation (Alberts et al, 2007) ; 
(Figure 10). 
 
 
 
I.C.3.a.3) Mort cellulaire 
 
Différents types de morts cellulaires ont été décrits tels que l’autophagie, 
l’apotose, l’intercinèse, la nécrose (Kroemer et al, 2009). Suite à une irradiation celui-ci 
est dépendant du type cellulaire (proliférant ou non, adhérent ou en suspension) et les 
morts cellulaires observées sont la nécrose, l’apoptose, la sénescence et la mort mitotique 
(Tubiana, 2008).  
 
I.C.3.a.3.1) Mort clonogénique ou mort radiologique « globale » 
La notion de mort biologique comme perte des capacités de réplication d’une 
cellule est une définition spécifique à la radiobiologie. Cette définition ne se base pas sur 
des modifications morphologiques de la cellule mais sur sa capacité à proliférer. Ainsi, 
l’étude in vitro de la perte de capacité d’une cellule à former des clones ne différencie pas 
les processus de morts cellulaires mais reflète la mort cellulaire «radiobiologique». En 
1956, Puck TT a décrit pour la première fois la technique des colonies de Puck ou 
« Plating efficiency » qui permet d’évaluer la mort clonogénique des cellules irradiées par 
détermination du pourcentage de cellules ensemencées capables de former des colonies 
(Puck and Marcus, 1956 ; Puck et al, 1957) par comparaison avec l’efficacité de clonage 
de cellules non irradiées. 
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I.C.3.a.3.2) Nécrose 
La nécrose est une mort cellulaire non programmée qui survient suite à une 
agression sévère des cellules. 
Elle se caractérise essentiellement par la destruction massive et rapide de la cellule par 
lyse osmotique : une entrée massive d’eau suite à l’arrêt de l’activité des pompes 
membranaires provoque un gonflement de la cellule suivie d’une rupture des membranes, 
de la destruction des organites et de la libération du contenu cellulaire (en particulier les 
enzymes lytiques) dans l’espace extracellulaire. Cette lyse déclenche une réaction 
inflammatoire particulièrement néfaste pour les cellul s avoisinantes aboutissant à la 
formation de tissu cicatriciel inerte (Dorn, 2013). 
En cas d’exposition aux rayonnements ionisants, ce typ de mort est observé pour de 
fortes doses et se déclenche avant la mise en place des processus de réparation de l’ADN 
ou lorsque ceux-ci sont dépassés (Panganiban et l, 2013). 
 
 
I.C.3.a.3.3) Apoptose 
L’apoptose contrairement à la nécrose est une forme de mort cellulaire 
programmée, dite « propre » car entraînant peu de processus inflammatoires. 
Indispensable au cours de l’embryogenèse et pour l’homéostasie des tissus elle fut décrite 
pour la première fois en 1972 par Kerr t al. (Kerr et al, 1972). 
Lors du processus apoptotique la cellule se condense. Son cytosquelette s’affaisse, 
l’enveloppe nucléaire se désassemble et l’ADN nucléaire se fragmente. La surface 
cellulaire se modifie, notamment avec une bascule des phosphatidylsérines de la face 
interne à la face externe de la membrane plasmique et présente des particularités qui 
provoquent la phagocytose rapide de la cellule apoptotique soit par une cellule voisine 
soit par un macrophage (Dorn, 2013).  
La machinerie intracellulaire principalement responsable de l’apoptose dépend de 
protéases particulières : les caspases. Celles-ci sont synthétisées sous forme de pro-
enzymes, les pro-caspases dont l’activation se fait par clivage de la protéine déclenchant 
une cascade protéolytique amplificatrice. Les derniers maillons de cette chaîne peuvent 
couper les lamines nucléaires et activer une enzyme de dégradation de l’ADN. Cette 
cascade amplificatrice est irréversible et peut être déclenchée selon deux modes : 
déclenchement extra ou intracellulaire. 
Introduction Générale   
Diane Riccobono/ Thèse d’Université 2014/ Grenoble  58 
Le déclenchement extracellulaire (voie extrinsèque) intervient après l’activation des 
«récepteurs de mort » tels que Fas (CD95) à la surface de la cellule. L’agrégation des 
récepteurs Fas permet le recrutement de protéines adaptatrices qui activent la caspase 8 
qui va elle-même activer des caspases en aval, déclenchant la cascade protéolytique. Ce 
déclenchement extracellulaire est particulièrement observé dans la réaction immunitaire 
et l’activation de la mort cellulaire des cellules infectées par les macrophages qui 
expriment Fas-ligand à leur surface et pourrait être impliquée dans le déclenchement de 
l’apoptose des cellules souches hématopoïétiques exposées aux RI (Drouet  al, 1999).  
En cas de stress ou de lésion interne, on observe une activation mitochondriale 
(déclenchement intracellulaire ou voie intrinsèque). Les lésions cellulaires vont 
entraîner la libération dans le cytosol par la mitochondrie d’une protéine transporteuse 
d’électrons, le cytochrome C. Celle-ci se fixe sur la protéine Apaf1 et l’active. Apaf1 
activée va cliver la caspase 9 et ainsi initier la cascade protéolytique. Ce mécanisme est 
observé en cas de lésions de l’ADN via une activation de p53 qui active la transcription 
de gènes codant pour les protéines libératrices du cytochrome C (famille des protéines 
Bcl-2) (Hengartner, 2000) (Figure 11). 
 
Figure 11 : Représentation simplifiée 
des voies intrinsèques et extrinsèques 
de l’apoptose. 
 
Figure réalisée d’après (Hengartner, 2000 ; 
Igney and Krammer, 2002). 
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Lors d’exposition aux RI, ce type de mort cellulaire est observé juste après 
irradiation (apoptose précoce), après arrêt du cycle ce lulaire lorsque les mécanismes de 
réparation de l’ADN ne suffisent pas à récupérer l’intégrité du matériel génétique ou 
après plusieurs divisions cellulaires lorsque des réparations incorrectes sont détectées 
(apoptose tardive). La mort par apoptose post-irradiation est rapportée principalement 
pour les cellules en suspension par opposition à cellules adhérentes telles que les 
fibroblastes (Panganiban et al, 2013). 
 
 
I.C.3.a.3.4) Mort mitotique 
Les mécanismes de la mort mitotique ou catastrophe mitotique ne sont encore que 
partiellement connus. Elle résulte de déficiences au niveau des différentes étapes de la 
mitose telle qu’un défaut d’arrêt en phase G2 qui conduit à l’entrée prématurée en mitose 
ou à un défaut de formation du fuseau mitotique (Castedo et al, 2004). Sur le plan 
morphologique, ces défaillances provoquent la formation de cellules aneuploïdes ou de 
cellules géantes multinucléées contenant des micronoyaux qui présentent une membrane 
nucléaire intacte et contiennent une quantité anormale d’ADN sous forme de 
chromosomes non condensés. Cette mort implique l’activation de la machinerie 
apoptotique avec une activation des caspases et une fragmentation de l’ADN 
(Vakifahmetoglu et al, 2008). La catastrophe mitotique est une mort « propre » car le 
contenu cellulaire est retenu dans une membrane plasmique mais non contrôlée. Tout 
comme la nécrose, la mort mitotique est observée pour de fortes doses de RI avant la mise 
en place des systèmes de réparations cellulaires ou lorsqu’ils sont dépassés 
(Vakifahmetoglu et al, 2008). 
 
 
I.C.3.a.3.5) Sénescence prématurée 
La sénescence est une voie de mort cellulaire qui contrairement à l’apoptose et à 
la nécrose ne provoque pas de grandes modifications m rphologiques et structurales de la 
cellule. 
Elle a été décrite pour la première fois en 1961 par H yflick et al sur des cellules en 
culture qui perdaient leur capacité de prolifération mais conservaient une faible activité 
métabolique (Hayflick and Moorhead, 1961). Deux mécanismes de sénescence ont été 
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décrits par la suite : la sénescence dite «réplicative» ou «cellulaire» et la sénescence 
« prématurée » ou « accélérée » induite par le stress (Dierick et al, 2002). 
La sénescence réplicative ou cellulaire est secondaire au raccourcissement des 
télomères (les cellules adhérentes non immortalisées n’exprimant pas la télomérase) suite 
aux divisions cellulaires. Ces télomères constitués d’une répétition de nucléotides 
TTAGGG ont pour rôle de préserver l’intégrité des chromosomes dont l’extrémité est 
raccourcie à chaque réplication. Lorsqu’ils atteignnt une longueur inférieure à 7 kb, la 
cellule entre en sénescence : la division cellulaire est interrompue de manière irréversible 
mais les cellules peuvent maintenir une activité métabolique pendant plusieurs mois 
(Golstein and Kroemer, 2007). 
La sénescence prématurée ou accélérée a été décrite plus tardivement et correspond à 
un arrêt de la prolifération indépendant du raccourissement des télomères, en réponse à 
un stress : stress oxydatif, lésions de l’ADN, expositi n à des rayonnements ou des agents 
chimiques. Tout comme la sénescence cellulaire, les cellules en sénescence prématurée 
gardent une fonctionnalité métabolique pendant quelques mois (Chen J.et al, 2008). 
Quel que soit le mécanisme initiateur, les cellules en sénescence sont caractérisées par 
des changements physiologiques structuraux, biochimiques et moléculaires identiques. 
Sur le plan morphologique, les cellules en sénescence apparaissent plus larges avec un 
volume cytoplasmique accru, vacuolisé et un contour irrégulier au microscope optique. 
Dans le noyau, les nucléoles sont proéminents, les mitochondries sont moins denses en 
microscopie électronique et la masse lysosomale est augmentée (Figure 12). 
 
 
Figure 12 : Morphologie des 
fibroblastes en sénescence. 
 
Observation au microscope optique 
de fibroblastes jeunes et de 
fibroblastes sénescents. 
Image tirée de (Binet, 2011). 
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Cette dernière caractéristique permet la détection des cellules en sénescence. En effet 
l’augmentation du volume des lysosomes associée à une augmentation des 
exoglycosidases qu’ils contiennent peuvent être mis en valeur par le marquage de l’une 
d’entre elle : la β-galactosidase à pH sub-optimal (pH6) (Kurz et al, 2000 ; Lee BY. et al, 
2006).  
Parmi les caractéristiques biochimiques des cellules sénescentes, on peut retenir, la 
surexpression des inhibiteurs du cycle cellulaire tels que p21, p16ink4a et la résistance à la 
mort par apoptose (Wang, 1995). On observe également au iveau de la chromatine la 
formation de foci d’hétérochromatine spécifiques (SAHF : Senescence Associated 
Heterochromatin Foci) et une méthylation locale de l’histone H3 (Zhang et al, 2005). 
Après exposition aux RI, l’entrée en sénescence intervient dans les 48 h post-irradiation. 
A l’inverse de la quiescence, c’est un mécanisme irréversible qui permet cependant aux 
cellules de maintenir une intégrité et une fonction métabolique temporaire (Campisi and 
d'Adda di Fagagna, 2007). 
L’initiation sur le plan biochimique de la sénescen prématurée peut passer par deux 
voies. La voie de la protéine p53 (dépendante ou non de p14arf) qui active la protéine p16 
et/ou la protéine p21 qui va elle-même bloquer le cycle cellulaire en inhibant le complexe 
cycline/CDK. La voie de la protéine p16ink4a est également un inhibiteur direct des CDK. 
Une des cibles des CDK est la protéine pRb qu’elles inhibent. La levée d’inhibition par 
p16ink4a augmente son activité : elle interrompt la prolifération et le cycle cellulaire en 
inhibant le facteur E2F dont la fonction principale est de stimuler l’expression des gènes 
indispensables à la prolifération cellulaire (Campisi and d'Adda di Fagagna, 2007) 
(Figure 13). 
 
Figure 13 : Schéma simplifié des 
voies d’activation de l’apoptose 
dépendante de p53 et de la sénescence 
après dommages à l’ADN. 
 
Figure réalisée d’après les travaux de 
(Hengartner, 2000 ; Kong et al, 2011). 
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I.C.3.a.4) Effet « Bystander » 
 
Pendant des dizaines d’années, il était admis que les effets biologiques des 
rayonnements ionisants résultaient de leur action directe sur la cellule irradiée. Des études 
ont cependant démontré que des cellules non-irradiées voisines de cellules irradiées 
pouvaient présenter une réponse cellulaire à l’irradiation, c’est l’effet « bystander » 
(Mothersill and Seymour, 2001 ; Waldren, 2004 ; Blyth and Sykes, 2011 ; Hei et al, 
2011). Ce dernier dépend du débit de dose, de la dose absorbée, et de la radiosensibilité 
intrinsèques des cellules dites « bystander » (Baskar, 2010). Différents effets négatifs et 
positifs ont été rapportés sur les cellules bystander : une entrée en sénescence prématurée, 
en apoptose et une nécrose contribuant à une diminut on du potentiel clonogénique, mais 
aussi une augmentation de la prolifération pour certains types cellulaires in vivo tels que 
les hépatocytes (Mothersill and Seymour, 1997 ; Iyer et al, 2000 ; Sedelnikova et al, 
2007). 
Au niveau moléculaire, la formation de micronoyaux et de cassures double brin ont 
également été démontrées (Sokolov et al, 2005 ; Sedelnikova et al, 2007). Les travaux 
dans ce domaine mettent en évidence le rôle important des contacts cellule-cellule via les 
jonctions gap entre cellules irradiées et non irradées, ainsi que la sécrétion de facteurs 
solubles par les cellules irradiées dont les ERO, le TGFβ1 (Tumor growth Factor), le 
TNFα (Tumor Necrosing Factor) et la cyclo-oxygénase-2 (Yang et al, 2005 ; Zhou et al, 
2005 ; Blyth and Sykes, 2011). Paradoxalement en culture, le TGBβ1 a aussi été identifié 
avec le NO (monoxyde d’azote) comme un facteur favorisant la prolifération de cellules 
bystander (Baskar et al, 2007 ; Han et al, 2010). 
In vivo, seuls des effets délétères ont été mis en évidence à ce jour. Un modèle 
expérimental de souris irradiées unilatéralement par rayonnement X a révélé des 
dommages de l’ADN dans le tissu cutané à plus d’un ce timètre en dehors du champ 
d’irradiation (Koturbash et al, 2006). Cependant in vivo, la distinction entre effet 
bystander et complications secondaires à l’inflammation induite par l’irradiation reste 
difficile. 
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I.C.3.a.5) Effet abscopal  
 
L’effet abscopal correspond à l’effet systémique des rayonnements ionisants dans 
l’organisme entier à distance de la zone irradiée (Ohba et al, 1998). Il a également été mis 
en cause dans d’autres lésions sévères à type de troubles gastro-intestinaux lors de 
traumatismes infectieux ou mécaniques (Deitch, 2001) et de brûlures sévères (Messick et 
al, 1994). Cet effet principalement étudié dans le cadre de la radiothérapie pour le 
traitement des cancers semble être médié par le système immunitaire et la production de 
cytokines (Kaminski et al, 2005). 
 
 
 
I.C.3.b) Niveau tissulaire 
 
A l’issue de la réponse cellulaire les dommages secondaires aux radiations vont 
provoquer un effet létal immédiat (nécrose, apoptose précoce) ou une mort différée qui 
survient au moment des premières divisions. L’effet biologique des RI au niveau d’un 
tissu donné résultera de la radiosensibilité et du mode de réponse des différents 
compartiments cellulaires qui le composent. Les cellules souches hématopoïétiques qui 
sont peu différenciées et capables de se diviser un gra d nombre de fois sont très 
radiosensibles. A l’inverse, les cellules très différenciées qui se divisent rarement comme 
les neurones, sont moins radiosensibles, mais les lésions cellulaires peuvent rester latentes 
et ne se révéler que tardivement. Un tissu sera donc ’autant plus radiosensible que les 
cellules le composant sont peu différenciées, avec un potentiel de différenciation et de 
division importants (moelle osseuse par exemple) (Tubiana et al,, 2005). Par ailleurs il a 
été observé que des cellules même viables après irradiation se multiplient et se 
différencient moins rapidement que des cellules nonirradiées. Dans un tissu, cette 
diminution du nombre de cellules viables associée à une réponse diminuée aux stimuli de 
prolifération et de différenciation entraîne une déplétion tissulaire (von Wangenheim et 
al, 1995 ; Tubiana et al,, 2005). 
Dans un tissu comme la moelle osseuse, ou le tissu ga tro-intestinal, très radiosensibles 
du fait du renouvellement et du nombre de divisions cellulaires important, la déplétion 
tissulaire est précoce et à l’origine respectivement d’aplasie médullaire (dès 3 à 4 Gy) ou 
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de diarrhées hémorragiques (dès 6 Gy). Cependant si u e fraction de cellules souches est 
épargnée, le renouvellement tissulaire permet une récupération fonctionnelle. A l’inverse, 
le système nerveux, très radio-résistant, peut supporter des doses localisées jusqu’à 65-
70 Gy en doses fractionnées mais il n’est pas capable de se renouveler ce qui provoque à 
long terme l’apparition de paraplégies et de lésions cérébrales irréversibles (Stewart et al, 
2012). 
Lors d’une irradiation corporelle totale, l’ensemble des manifestations pathologiques se 
développant est regroupé sous le nom de syndrome aigu d’irradiation (SAI). Celui-ci se 
caractérise par le développement de syndromes spécifiques doses-dépendants: le 
syndrome hématopoïétique, gastro- intestinal et neurovasculaire. Chacun de ces trois 
syndromes est responsable du décès dans une gamme de doses spécifiques : 3 à 10 Gy 
pour le syndrome hématopoïétique, 10 à 40 Gy pour le syndrome gastro-intestinal et au-
delà de 50 Gy pour le syndrome neurovasculaire (Delanian and Lefaix, 2005).  
Le tissu cutané également très radiosensible a une réponse complexe aux rayonnements 
du fait des radiosensibilités particulières des différents types cellulaires qui le composent. 
Ce tissu fait l’objet d’un paragraphe complet. 
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II)  LE  SYNDROME CUTANE RADIO-INDUIT 
 
II.A)  Le tissu cutané 
II.A.1)  Description 
 
La peau, ou tégument externe, constitue l'enveloppe de revêtement de l'organisme 
qu'elle protège du milieu extérieur. Sa structure est très complexe, elle se subdivise en 
quatre régions superposées : l’épiderme, la jonctio dermo-épidermique, le derme et 
l’hypoderme (Figure 14). 
 
 
 
 
Figure 14 : Représentation schématique de la peau humaine et de ses principaux composants. 
 
Cette figure a été réalisée d’après les travaux de (Poirier, 1999). 
 
 
 
 
L'épiderme issu du feuillet ectodermique embryonnaire est un épithélium de 
revêtement, stratifié, pavimenteux et kératinisé. Il est normalement constitué de quatre 
types cellulaires : les kératinocytes répartis en quatre couches (basale, spumeuse, 
granuleuse et cornée) qui représentent 80% de l’épiderme, les mélanocytes dont la 
fonction est la synthèse de mélanine, les cellules de Langerhans qui sont des cellules 
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dendritiques présentatrices d’antigènes et les cellules de Merkel qui ont des fonctions 
trophiques et de mécanorécepteurs sur les terminaisons nerveuses périphériques. Il ne 
contient aucun vaisseau sanguin ni lymphatique (Heath t al, 2008). Au niveau de la 
couche basale, la présence de cellules souches épidermiques permet la régénération 
quotidienne des différentes couches de l’épiderme. Ces cellules souches sont unipotentes 
et ne peuvent se différencier qu’en kératinocytes (Fuchs and Nowak, 2008). Elles 
contrôlent l’homéostasie de l’épiderme, c'est-à-dire la balance prolifération/apoptose 
(Plikus et al, 2012). 
La jonction dermo-épidermique est constituée d’une structure typique de lames basales 
(lamina lucida et lamina densa) et de complexes d’ancrage de l’épiderme sur le derme. 
Le derme et l’hypoderme sont des tissus conjonctifs issus du feuillet embryonnaire 
mésodermique. Le derme est composé de tissu conjonctif riche en fibre de collagène de 
type I, III et IV, de fibroblastes qui synthétisent les protéines de la matrice extracellulaire 
(MEC), de cellules dendritiques dermiques, de terminaisons nerveuses, d’un réseau 
vasculaire et des follicules pilo-sébacés (Heath et al, 2008). Le follicule pilo-sébacé est 
une structure importante qui provient d’une invagintion tubulaire de l’épiderme qui 
pénètre dans le derme. Il comporte : le poil et ses gaines, la glande sébacée et le muscle 
érecteur du poil. A l’extrémité profonde du follicule un renflement forme le « bulge » 
zone particulièrement importante où sont situées les cellules souches du follicule pileux. 
Celles-ci sont de capables de reconstituer l’épiderme entre les follicules pileux lors de la 
cicatrisation d’une plaie (Ito et al, 2007 ; Nowak et al, 2008) mais ne sont pas impliquées 
dans l’homéostasie de l’épiderme (Ito et al, 2005).  
L’hypoderme est constitué de lobules graisseux de tissu adipeux blanc et d’un important 
réseau vasculaire (Braverman, 2000).  
 
La vascularisation du tissu cutané est complexe. L’épiderme n’est pas vascularisé 
mais il est nourri par imbibition via les capillaires du derme. Celui-ci, de même que 
l’hypoderme, est très vascularisé par un réseau systématisé et anastomotique d’artérioles 
de moyens et petits calibres parallèles à la surface de la peau. 
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II.A.2)  Réparation cutanée 
 
La réparation du tissu cutané est bien documentée et peut être divisée en trois 
phases successives : l’inflammation, la prolifération cellulaire/ réépithélialisation et le 
remodelage.  
 
II.A.2.a) Phase inflammatoire 
 
Suite à une effraction cutanée, les mécanismes d’hémostase vont se mettre en 
place pour restaurer l’intégrité des vaisseaux sanguins.  
Après l’agrégation et la dégranulation plaquettaire au niveau des vaisseaux sanguins 
lésés, la coagulation du sang conduit en quelques minutes à la formation d’un caillot 
fibrino-plaquettaire. Le « clou » plaquettaire ainsi formé initie la réaction inflammatoire 
par libération de facteurs de coagulation, de facteurs vasoactifs, chimioattractifs et de 
cytokines pro-inflammatoires. 
Ce cocktail cytokinique précoce permet le recrutement sur le site lésé de cellules 
inflammatoires circulantes : neutrophiles et monocytes qui assurent la neutralisation des 
antigènes étrangers et la stérilisation de la plaie. Les cytokines pro-inflammatoires, 
principalement IL-1(Interleukine 1) et TNFα (Tumor Necrosis Factor) sécrétées par les 
macrophages et les neutrophiles induisent elles-mêmes la production autocrine d’IL-6 et 
d’IL-8 par les fibroblastes et régulent les phénomènes d’adhésion et de transmigration des 
leucocytes. Cette phase inflammatoire se déroule dans les heures qui suivent l’effraction 
cutanée. Elle est indispensable pour le recrutement d s cellules impliquées dans la 
réparation tissulaire provenant du derme environnant et de la circulation (Barrientos et al, 
2008 ; Gurtner et al, 2008).  
Une inflammation prolongée ou survenant de manière plus tardive dans la chronologie de 
réparation tissulaire aura cependant des effets délétères. Lors de la réponse inflammatoire, 
un grand nombre de protéases sont activées : les sérine-protéases et les métalloprotéases 
(MMP) (stimulées par les cytokines inflammatoires) qui participent initialement à la 
protéolyse matricielle pour favoriser la migration des cellules dans la MEC. Ces protéases 
sont sous le contrôle d’anti-protéases et d’anti-métalloprotéase (TIMPs) et sont activées 
par des cytokines pro-inflammatoires (IL1β, IL1α, TNFα, TGFβ (Tumor Growth Factor)). 
En cas d’emballement des processus pro-inflammatoires, le dérèglement de la balance 
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protéase/anti protéase provoque une destruction de la MEC empêchant la formation du 
tissu de granulation et la prolifération des celluls (Rayment and Upton, 2009 ; 
Gajendrareddy et al, 2013).  
 
 
II.A.2.b) Phase de prolifération 
 
A l’issue de la phase inflammatoire, le caillot se rétracte et le tissu conjonctif sous-
jacent prend le nom de tissu de granulation en raison des granulations roses correspondant 
aux nombreux capillaires qui l’envahissent. Cette néo-vascularisation est due à 
l’angiogenèse déclenchée et entretenue principalement par le VEGF (Vascular 
Endothelial Growth Factor) et le bFGF (Fibroblast Growth Factor) sécrétés par les 
cellules endothéliales lésées et les macrophages. A ce stade, de nombreux fibroblastes 
stimulés par la sécrétion de TGFβ par les macrophages se transforment en 
myofibroblastes, ressemblant étroitement à des cellules musculaires l sses (car ils 
expriment l’alpha-actine). Les fibroblastes et les myofibroblastes interagissent pour 
produire les protéines de la matrice extracellulaire (Werner et al, 2007 ; Liu et al, 2012).  
La réépithélialisation de la lésion fait intervenir les différentes cellules souches de la 
peau : les cellules souches épidermiques et les cellules souches des follicules pilo-
sébacés. La part de chacune n’est pas encore clairement déterminée. Des travaux ont 
démontré que les cellules souches du follicule pileux sont nécessaires pour initier une 
réépithélialisation rapide mais leur rôle dans la fermeture de la plaie reste contesté (Plikus 
et al, 2012). Leur différenciation en kératinocytes est dépendante de nombreuses 
protéines tel que la β-catenine, la BMP-4 (Bone Morphogenic Protein), Wnt 4-6, l’EGF 
(Epithelial Growth Factor) et la colonisation du tissu de granulation nécessite une 
migration de ces cellules depuis le bulge jusqu’à la jonction dermo-épidermique 
(Huelsken et al, 2001 ; Ito et al, 2007). De même que pour les kératinocytes issus de la 
différenciation des cellules épidermiques, cette migrat on est assurée par la formation et 
la stabilisation de points d’adhérence cellule-MEC et par une dégradation de la MEC via 
la sécrétion, par les cellules souches et les cellules colonisant le tissu de granulation 
(fibroblastes, myofibroblastes, macrophages), de sérine-protéases et de métalloprotéases 
(Niu et al, 2007 ; Martins et al, 2013).  
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La reconstitution d’un épithélium stratifié nécessite une prolifération cellulaire par mitose 
des kératinocytes stimulés par un mécanisme autocrine impliquant IL1, EGF, et bFGF, 
complétés par l’action paracrine des fibroblastes e des leucocytes qui libèrent différents 
médiateurs tels que KGF (Keratinocyte Growth Factor), IGF-1 (Insulin Growth Factor 1), 
IL1, TNFα, et bFGF. En réponse aux signaux locaux du microenvironnement, les 
kératinocytes prolifèrent jusqu’à la réépithélialist on de la lésion (Raja et al, 2007 ; 
Gurtner et al, 2008). 
 
II.A.2.c) Remodelage 
 
La phase de remodelage est la dernière étape mais aussi la plus longue du 
processus de réparation des plaies. Elle concerne pri cipalement la portion dermique de la 
cicatrice qui subit de multiples réarrangements afin d'accroître sa résistance mécanique. 
Elle consiste en un remaniement de la MEC et à une réduction de la densité cellulaire par 
apoptose des fibroblastes, myofibroblastes, macrophages et cellules endothéliales avec 
régression vasculaire (Werner et al, 2007). 
 
 
II.A.2.d) Importance de la vascularisation 
 
Il est important de noter qu’à chaque phase de la rép ration cutanée, tous les 
mécanismes précédemment décrits sont dépendants de la vascularisation des tissus. Les 
dommages vasculaires influencent l’apport en nutriments et en oxygène aux tissus et la 
viabilité des cellules épithéliales. L’intégrité des vaisseaux du derme ou la 
néoangiogenèse (en fonction de la profondeur de la lésion cutanée) sont donc des 
processus clés de la réparation tissulaire (Tamarat et al, 2012). 
La néo-vascularisation débute avec le bourgeonnement de capillaires sanguins à partir des 
veinules adjacentes à la plaie : en réponse à des stimuli angiogéniques, les cellules 
endothéliales produisent des enzymes (MMP2, activateurs du plasminogène, collagénase 
et stromelysine) afin de dégrader la membrane basale et la MEC. Les cellules 
endothéliales peuvent alors migrer en direction du gradient de concentration des facteurs 
angiogéniques et proliférer pour fournir la masse cellulaire requise à la néo-
vascularisation. Elles se différencient afin de forme  une lumière à l'intérieur du vaisseau. 
La membrane basale se reconstitue progressivement et les péricytes entourent les 
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capillaires. Le développement de ce nouveau réseau capillaire s’avère essentiel à l’apport 
de nutriments aux nombreuses cellules de la plaie en métabolisme actif (Tonnesen t al, 
2000).  
Plusieurs facteurs sont responsables de l'angiogenèse. Ils ont pour fonction : la 
dégradation de la membrane basale et de la MEC, la migration, la prolifération et 
différenciation des cellules endothéliales. L'EGF, le bFGF, le VEGF, l’ANG1 
(Angiopoïétine 1), le TNFα et l’IL8, provenant des plaquettes, macrophages, fibroblastes 
et kératinocytes, stimulent l’angiogenèse (Gerhardt et al, 2003 ; Li et al, 2003). Les 
fragments de matrice dégradée (fibronectine), l'hypoxie tissulaire, l’acide lactique et les 
amines biogéniques contribuent aussi au développement de nouveaux capillaires. Les 
cellules endothéliales activées sécrètent plusieurs facteurs bFGF, PDGF (Platelet derived 
Growth factor) et IGF-1, dont l'action autocrine ou paracrine favorise la néo-
vascularisation (Iivanainen et al, 2003). L'action angiogénique de ces divers facteurs 
s'explique par leur effet chimiotactique et mitogène, la production d’enzymes pour 
dégrader la membrane basale et la matrice extracellulaire et le dépôt de constituants 
matriciels par les cellules endothéliales ou par d'utres cellules comme les fibroblastes. 
La stabilisation et la maturation des vaisseaux sont respectivement assurées par la 
sécrétion de ANG1 (via son récepteur Tie2) et TGFβ par les cellules périvasculaires et les 
péricytes (Tonnesen et al, 2000) ; (Figure 15). 
 
Figure 15 : Les différentes étapes et les facteurs impliqués dans l’angiogenèse. 
 
Figure réalisée d’après les travaux de (Sanz-Cameno et al, 2010 ; Yagi and Kitagawa, 2013). 
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II.B)  Evolution clinique du syndrome cutané radio-induit 
 
Le syndrome cutané radio-induit (SCR) est la conséquence d’une exposition 
externe localisée de la peau à une forte dose de rayonnements ionisants. Il est souvent 
assimilé au terme de brûlure radiologique en raison des premiers symptômes observés 
(érythème, chaleur) et des facteurs de gravité identiques tels que la surface cutanée 
atteinte, la localisation, le terrain (âge, pathologies sous-jacentes). Bien que les 
symptômes soient proches de ceux de la brûlure thermique, l’évolution clinique du SCR 
est différente et très spécifique. 
La réponse de la peau et des tissus sous-jacents à une exposition externe aux 
rayonnements ionisants est un processus complexe (Pet r, 2005). Elle est le reflet de la 
radiosensibilité particulière de chaque type de cellules impliquées dans le processus 
lésionnel et de leur vitesse de renouvellement (index mitotique). Cette réponse varie en 
fonction de l’énergie du rayonnement, de la répartition de la dose en profondeur, du débit 
de dose et de la surface exposée. 
 
Les symptômes de SCR sont inconstants et varient en fonction de la dose reçue. 
On observe un érythème précoce causé par la dilatation des capillaires du derme et un 
œdème superficiel dans les 24 premières heures aprèl’irradiation dès 1 Gy, suivi d’une 
période de latence de quelques semaines, d’autant plus courte que la dose est importante. 
Cette phase de latence peut entraîner sur le plan médical une erreur ou un retard au 
diagnostic, ce dernier se répercutant sur la réactivité de la prise en charge thérapeutique. 
Une dépilation apparait dès la 2ème semaine et devient totale après un mois ; la 
restauration des follicules pileux est possible en 2 à 3 mois pour des doses uniques 
inférieures à 7 Gy. A l’issue de cette dépilation, u  érythème secondaire associé à une 
thrombose des artérioles se développe pour des doses supérieures à 5 Gy puis une 
desquamation sèche, caractérisée par un épaississement de la peau est observée. A ce 
stade, pour les doses inférieures à 15 Gy, l’épithélium irradié se détache et laisse 
apparaître un épiderme sous-jacent érythémateux mais intact. Cette lésion évoluera 
tardivement vers une cicatrisation avec des troubles pigmentaires. 
Pour les doses supérieures à 15 Gy une radioépithéliite se développe avec formation de 
phlyctènes qui deviennent coalescentes et se rompent. La lésion évolue alors vers une 
guérison partielle avec formation d’un tissu fibrotique provoquant une impotence 
fonctionnelle importante. Pour des expositions supérieures à 20 Gy, la lésion évolue vers 
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une radionécrose irréversible pouvant s’étendre en profondeur au tissu musculaire voire 
osseux (Delanian and Lefaix, 2005 ; Peter, 2005) ; (Figure 16). 
 
Figure 16 : Evolution 
clinique du syndrome cutané 
radio-induit. 
A. Erythème secondaire et 
phlyctène 
B.    Radioépitéhliite exsudative 
Images tirées de (Bey et al, 
2010a). 
 
Parallèlement aux symptômes décrits ci-dessus, des vagues inflammatoires successives 
très extensives sont observées au niveau du tissu cutané et des tissus musculaires sous-
jacents. Celles-ci sont imprévisibles et aboutissent à une lésion beaucoup plus étendue 
que l’érythème initial. Des signes fonctionnels de type neurologique sont observés tels 
que des troubles de la sensibilité et un syndrome douloureux constant résistant aux 
antalgiques morphiniques et partiellement soulagé par les anti-inflammatoires non 
stéroïdien (Peter and Gottlober, 2002).  
 
 
II.C)  Traitement local et médical du syndrome cutané radio-
induit 
 
La prise en charge médicale et le traitement local des lésions sont réalisés en 
phase aiguë du SCR, à l’apparition des premiers symptô es. Pendant les phases 
inflammatoires, les topiques anti-inflammatoires (corti oïdes) et les pansements secs sont 
privilégiés sur lésions fermées. A l’inverse, pendant l  phase torpide, l’emploi de tulle 
gras et d’enzymes protéolytiques est recommandé pour accélérer la détersion et diminuer 
la contraction des berges. Ces soins locaux sont associés à des traitements par 
antibiotiques et antalgiques par voie systémique (Peter and Gottlober, 2002). Par ailleurs, 
Lefaix et al ont démontré l’intérêt de l’association corticoïdes, anti-inflammatoires non 
stéroïdiens, anticoagulants, antiagrégants plaquettaire et antihistaminiques pour lutter à la 
fois contre la douleur, l’infection et favoriser la revascularisation (Lefaix et al, 1996). Ce 
traitement local reste à ce jour d’actualité. 
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II.D)  Prise en charge chirurgicale du syndrome cutané radio-
induit 
 
Le traitement médical seul reste insuffisant lors de lésions radio-induites graves et 
nécessite une approche chirurgicale complémentaire. Celle-ci a considérablement évolué 
cette dernière décennie avec l’émergence de la thérpie cellulaire. 
 
Jusqu’au début des années 2000, la chirurgie était conservatrice, comportant 
l’exérèse des tissus nécrosés associée à une greffe d  peau ou de lambeau cutané. 
Cependant l’efficacité restait limitée, chaque acte hirurgical stimulant l’apparition de 
vagues inflammatoires extensives qui aggravaient l’étendue de la lésion. La reprise 
chirurgicale devenait alors nécessaire favorisant un cercle vicieux : « chirurgie-vagues 
inflammatoires-chirurgie » avec une exérèse délabrante boutissant à l’amputation voire 
au démembrement, s’ajoutant alors tous les risques d’infection inhérents à cette technique 
(Zaharia , 2001). 
 
Avec l’émergence de la thérapie cellulaire et l’amélioration des techniques de 
dosimétrie, une nouvelle stratégie a été proposée par les équipes de l’Hôpital 
d’Instruction des Armées (HIA) Percy et du Centre de Transfusion Sanguine des Armées 
(CTSA) à Clamart. Cette approche combine à la fois une chirurgie guidée par l’évaluation 
dosimétrique de la dose reçue et l’injection de cellules souches/stromales 
mésenchymateuses autologues isolées à partir de la moelle osseuse (Bey et al, 2007 ; 
Lataillade et al, 2007 ; Bey et al, 2010a ; Bey et al. 2010b). 
 
 
 
II.D.1)  Evaluation dosimétrique et prise en charge chirurgicale 
 
La dosimétrie physique a pour objectif de déterminer la distribution de la dose 
délivrée au patient en se basant sur des simulations numériques. Cette évaluation 
dosimétrique nécessite la connaissance des circonstances exactes de l’accident : la source, 
sa localisation par rapport au patient, l’environnement et le temps d’exposition pour 
recréer les conditions d’irradiation sur un fantôme numérique anthropomorphique. Les 
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calculs réalisés par ordinateur génèrent une carte de distribution de la dose à la surface de 
la peau et des tissus sous-jacents (Trompier et al, 2006).  
Cette reconstruction dosimétrique va guider la chirurg e pour réaliser une exérèse des 
tissus irradiés avant l’apparition de la radionécrose en zone saine, incluant des tissus 
pouvant apparaitre sains au moment de la chirurgie (Bey et al, 2007). 
Cette étape chirurgicale est similaire à la prise en charge des brûlures thermiques 
classiques : elle associe la greffe de peau autologue à l’utilisation de substituts dermiques. 
Elle est ensuite complétée par la greffe d’un lambeau cutané associée à l’injection de 
cellules souches mésenchymateuses prélevées et isolées à partir de la moelle osseuse 
(BM-MSC pour bone marrow mesenchymal stem/ stromal cell) lors du premier temps 
opératoire (Bey et al. 2010b). 
 
 
 
II.D.2)  Injection de cellules souches mésenchymateuses isolées à partir 
de la moelle osseuse 
 
L’émergence des cellules souches a révolutionné la recherche médicale dans le 
domaine de la réparation tissulaire. 
Concernant le SCR, des travaux expérimentaux sur des modèles murins ont été réalisés 
depuis 2002 à l’Institut de Radioprotection et de Sureté Nucléaire (IRSN) pour évaluer 
l’intérêt des greffes de cellules souches/stromales mé enchymateuses isolées à partir de la 
moelle osseuse dans le traitement de ce syndrome à la fois sur un modèle de xénogreffes 
(souris NOD/SCID) (Francois et al, 2007) mais aussi d’injections locales de cellules 
souches mésenchymateuses autologues isolées à partir de la moelle osseuse (Francois et 
al, 2006). Ces travaux ont révélé un effet bénéfique de ces cellules sur la cicatrisation 
avec une accumulation locale transitoire de lymphocytes en bordure du derme, une 
amélioration de la vascularisation et une augmentatio  de la réépithélialisation. 
L’apparition des lésions était retardée et limitée à une desquamation humide (Francois et 
al, 2006 ; Francois et al, 2007). 
 
Au vu de ces résultats prometteurs, la thérapie cellulaire pour le traitement du 
SCR a été proposée pour la première fois en 2006 à titre compassionnel à l’HIA Percy de 
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Clamart en collaboration avec le CTSA, pour un patient de 27 ans irradié localement par 
une source de gammagraphie. Depuis, quatre patients ont reçu ce traitement pour lesquels 
il a été rapporté une cicatrisation des lésions et un  meilleure gestion de la douleur et de 
l’inflammation à long terme (Bey et al, 2010a). Il est important de noter qu’une 
impotence fonctionnelle persiste en raison de l’importance de la reprise chirurgicale. Ce 
traitement fait actuellement référence au niveau de l’Agence Internationale de l’Energie 
Atomique [7]. 
 
 
 
II.D.2.a) Intérêt des cellules souches mésenchymateuses isolées à 
partir de la moelle osseuse 
 
II.D.2.a.1) Définition des cellules souches/stromales mésenchymateuses  
 
La thérapie cellulaire consiste à utiliser des cellul s humaines pour prévenir, 
traiter ou atténuer une maladie en favorisant la réparation de tissus lésés ou en assurant 
leur remplacement. Elle se fonde sur l’utilisation de cellules souches définies comme 
possédant la capacité d’auto-renouvellement et pouvant se différencier en un ou plusieurs 
types cellulaires (Vainchenker, 2005). On distingue ainsi des cellules souches 
totipotentes, pluripotentes, multipotentes et unipotentes et selon leur origine des cellules 
souches embryonnaires, fœtales, amniotiques et adultes/somatiques. Du point de vue de 
leur utilisation en clinique les cellules souches embryonnaires pluripotentes posent 
d’importants problèmes éthiques et les cellules souches adultes multipotentes ont une 
capacité de différenciation en un nombre limité de type cellulaire. 
 
Les cellules souches/stromales mésenchymateuses (l’acronyme MSC pour 
mesenchymal stem/stromal cells a été choisi dans ce travail par soucis d’homogénéité) 
ont été décrites et isolées pour la première fois en 1976 par Friedenstein et al à partir de la 
moelle osseuse (MO) (Friedenstein et al, 1976), le terme « MSC » ayant été retenu à 
partir de 1991 suite aux travaux de Caplan et al (Caplan, 1991).  
Les MSC, capables d’auto-renouvellement, sont définies par trois critères minimum 
proposés par l’International Society of Cellular Therapy (ISCT) : (1) une adhérence au 
Introduction Générale   
Diane Riccobono/ Thèse d’Université 2014/ Grenoble  76 
plastique en condition standard de culture ; (2) leur phénotype : expression de marqueurs 
de surface non spécifiques (CD105, CD90 et CD73) et absence d’expression des 
antigènes CD34, CD45, CD14, CD19 et des molécules du complexe majeur 
d’histocompatibilité (CMH) de classe II (HLA-DR) ; (3) leur capacité de différenciation 
en ostéoblastes, chondroblastes et adipocytes in vitro (Dominici et al, 2006). 
Initialement décrites au niveau de la MO, les MSC ont été isolées à partir du tissu 
conjonctif de nombreux organes (da Silva Meirelles et al, 2006) dont le tissu adipeux 
(Zuk et al, 2001). Elles ont également été isolées à partir du placenta (In 't Anker et al, 
2004), du sang de cordon (Erices t al, 2000), du liquide amniotique (Mareschi et al, 
2009), du foie, de la rate, des poumons (in 't Anker et al, 2003) ou encore de la pulpe 
dentaire (Nam and Lee, 2009). 
Les MSC issues de la moelle osseuse humaine se caractérisent morphologiquement par 
leur forme en fuseau et leur aspect polynucléé au microscope optique. Au sein de la MO 
elles se situent à proximité des vaisseaux sanguins s r la face abluminale des sinusoïdes 
où elles jouent un rôle clé dans la formation du microenvironnement (niche) des cellules 
souches hématopoïétiques (Sacchetti et al, 2007). 
 
Dans ce travail, pour des raisons d’homogénéité, les cellules souches 
mésenchymateuses isolées à partir de la moelle osseuse sont abrégées par l’acronyme 
anglophone BM-MSC (Bone-marrow Mesenchymal Stem Cells). 
 
 
 
 
II.D.2.a.2) Caractérisation des BM-MSC 
 
Les BM-MSC présentent de nombreux antigènes de surface, pour la plupart peu 
spécifiques, pouvant être retrouvés à la surface d’autres types cellulaires différenciés 
(Boxall and Jones, 2012). Ils sont résumés dans le tab au I. 
On note que les BM-MSC n’expriment pas les marqueurs hématopoïétiques : CD3 ; 
CD4 ; CD11a ; CD34 ; CD45, ce qui, avec leur caractéristique d’adhérence au plastique, 
facilite leur séparation à partir d’un prélèvement de moelle osseuse. Elles expriment 
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cependant des ligands présents sur les cellules hématopoïétiques matures : CD72, LFA-3 
et ALCAM, ICAM1, ICAM2, VCAM1 (Majumdar et al, 2003) (Tableau I). 
Par ailleurs, sur le plan immunologique, les molécules du CMH de classe I sont présentes 
à la surface des BM-MSC tandis que les molécules du CMH de classe II ne le sont pas. 
On notera cependant que l’expression du CMH II  peut être induite en présence 
d’interféron γ (Le Blanc, 2003a). Elles n’expriment pas non plus CD40 et CD40-ligand 
de même que les molécules de co-stimulation B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86) (Pittenger 
and Martin, 2004) (Tableau I). 
 
 
Tableau I : Caractéristiques phénotypiques des BM-MSC. 
Tableau réalisé d’après les travaux de (Kern et al,2006 ; Rasini et al, 2013). 
 
 
Les BM-MSC expriment également des marqueurs tels que STRO-1 et de nombreuses 
intégrines impliquées dans l’adhésion et la migration cellulaire. La liste n’est pas 
exhaustive et les études réalisées complètent régulièrement ces données (Karp and Leng 
Teo, 2009 ; Boxall and Jones, 2012). 
 
Molécules de surface présentes Molécules de surface absentes 
Molécules d’adhésion 
CD29 (β1-integrin); 
CD49a-b-c-e-f (α4integrin); CD51; 
CD58; CD102 (ICAM-2); CD105 
(endoglin); CD106(VCAM); CD126 
(ALCAM); CD166 
CD9; CD11a (integrin); CD15 CD18 
(β2-integrin) CD49d (integrin); CD50 
(ICAM-3); 
CD62e-l-s (selectine);  
CD133 
Récepteurs 
CD44 (hyaluronate); CD71 
(transferrin) ; CDw11 ; CD120a ; 
CD120b; TGFb-1/2R; CD123; CD124; 
CD140a; P75 
CD6 ; CD25 ; CD36 ; CD117 ; 
CD144 
Enzymes  CD13 (aminopeptidase) CD73;  CD10 (métalloprotéine); CD38 
Molécules de la matrice 
extracellulaire 
CD90   
Protéines impliquées 
dans la réponse 
immunitaire 
CD127 
CD21; CD40; CD40l; CD80; CD86 ; 
CD95 
Antigènes du CMH HLA ABC (CMH I) HLA DR (CMH II) 
Marqueurs des cellules 
souches 
CD73; CD90; CD166; SSEA-3; SSEA-4 CD133; SSEA-1 
Marqueurs des cellules 
hématopoïétiques 
CD72, LFA-3 
CD3; CD4; CD11a; CD14; CD31; 
CD34; CD45 
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II.D.2.a.3) Potentiel de prolifération et capacité de différenciation des BM-
MSC  
 
Les BM-MSC  représentent 1/10 000 à 1/100 000 des cellules mononucléées 
totales de la MO. Elles peuvent être isolées avec une efficacité de 100% et proliférer 
jusqu’à la 40ème génération (Kern et al, 2006). Une morphologie stable (proche de celle 
des fibroblastes) et l’absence d’anomalies chromosoiques ont été décrites jusqu’au 20-
25ème passage in vitro (Pittenger et al, 1999). Par ailleurs elles sont capables de 
s’expandre in vitro dans des milieux de culture simples tels que les milieux enrichis en 
Fibroblast Growth Factor (bFGF) avec ou sans cytokines (Lange et al, 2007). 
Dès 1999, Pittenger et al ont décrit les capacités de différenciation n vitro des BM-MSC 
dans les différents tissus issus du feuillet embryonnaire mésodermique tels que l’os, le 
cartilage, les ligaments, les tendons, les muscles lisses et le tissu adipeux (Pittenger et al, 
1999). Il est apparu plus récemment que dans des conditions de culture particulières et 
spécifiques, les BM-MSC peuvent aussi se différencier en une variété plus grande de 
types cellulaires tels que : les cardiomyocytes (Toma et al, 2002), les myocytes 
squelettiques, les fibroblastes (Pittenger et al, 2002), les péricytes (Direkze et al, 2003), 
les cellules rétiniennes (Tomita et al, 2002), les astrocytes (Wislet-Gendebien t al, 
2005), les hépatocytes ou encore les cellules pancré tiques (Chen et al, 2004). Cette 
capacité de différenciation en de nombreux tissus et c pendant contestée (Bianco et al, 
2008) 
In vivo, cette capacité de différenciation apparaît d’ailleurs moindre, bien que certaines 
équipes aient mis en évidence une différenciation des BM-MSC en kératinocytes dans un 
modèle murin en présence de β-catenin, Bone-Morphogenic Protein 4 (BMP4) et d’EGF 
(Huelsken et al, 2001 ; Sasaki et al, 2008) ainsi que dans différentes variétés de cellules 
épithéliales (Krause t al, 2001). L’importance de ce processus de transdifférenciation in 
vivo dans la régénération tissulaire reste controversée. D  nombreuses  études 
précliniques suggèrent que lors de la réparation tissulaire les cellules souches agissent 
principalement via des processus sécrétoires plutôt que par transdifférenciation (Chen L 
et al, 2008). Ainsi dans un modèle murin de SCR, la fraction de cellules retrouvée 
localement était quantitativement faible par rapport au nombre de BM-MSC injectées et 
leur nombre a diminué de moitié au cours des quatre jours suivant leur administration 
(Francois et al, 2007). 
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II.D.2.a.4) Migration et activité paracrine des BM-MSC. 
 
L’intérêt des BM-MSC a été démontré dans la réparation tissulaire de nombreuses 
pathologies mais les mécanismes impliqués sont encor  très mal connus. On retiendra 
cependant la migration des cellules, la transdifférenciation et la sécrétion de nombreux 
facteurs paracrines. En effet, les BM-MSC présentent la particularité de migrer grâce aux 
molécules chémoattractives et à l’expression d’intégrines à la surface cellulaire. Les 
travaux dans ce domaine montrent qu’elles migrent préférentiellement vers les tissus 
lésés, ce qui précise leur intérêt en réparation tissulaire et permet également d’envisager 
une prise en charge systémique (Augello t al, 2010 ; Ito, 2011). 
Les cellules souches sécrètent de nombreux facteurs de croissance, cytokines et 
chimiokines impliqués dans la réparation tissulaire tels que : l’EGF, le Keratinocyte 
Growth Factor (KGF), l’IGF-1, le Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor (GDNF), le 
Platelet derived Growth factor-BB (PDGF-BB), l’érythropoïétine (EPO) et la 
Thrombopoïétine (TPO) ainsi que des facteurs pro-angiogéniques dont le VEGF α et 
l’angiopoïétine 1 (Chen L. et al, 2008 ; Estrada et al, 2009). Les BM-MSC sécrètent 
également un certain nombre de chémokines telles qu le Stromal Derived Factor 1 (SDF-
1), les Macrophage Inflammatory Protein-1 alpha et b ta (MIP1α-β) (Chen L. et al, 
2008).  
Un potentiel immunomodulateur a également été décrit. Les BM-MSC réduisent 
l’activation des lymphocytes T ainsi que la production de cytokines pro-inflammatoires 
notamment via la sécrétion de prostaglandine E2 (Najar et al, 2010 ; Yanez et al, 2010).  
De part l’ensemble des propriétés décrites ci-dessus, les BM-MSC apparaissent comme 
un bon candidat afin de favoriser la réparation tissulaire dans de nombreuses pathologies 
(Gnecchi et al, 2008) et en particulier pour le SCR, caractérisé par un défaut de 
revascularisation et des poussées inflammatoires ext nsives à court et long terme. 
 
 
II.D.2.a.5) Applications cliniques des BM-MSC dans la régénération tissulaire 
 
L’application des BM-MSC en réparation tissulaire est basée sur les propriétés de 
ces cellules souches : leur capacité à migrer vers les tissus lésés (Augello et al, 2010), 
leur faible immunogénicité et leur propriétés immunomodulatrices (Petrie Aronin and 
Introduction Générale   
Diane Riccobono/ Thèse d’Université 2014/ Grenoble  80 
Tuan, 2010), leur potentiel de transdifférenciation (Chamberlain et al, 2007), leur pouvoir 
d’auto-renouvellement in vitro (Mosna et al, 2010) et leur propension à sécréter des 
facteurs solubles qui régulent de nombreux processus impliqués dans la prolifération et la 
différenciation d’un grand nombre de cellules cibles (Caplan and Dennis, 2006 ; Chen L. 
et al, 2008). En moins de dix ans, depuis la découverte du potentiel de différenciation des 
BM-MSC par Pittenger et al, pas moins de 90 essais cliniques ont été réalisés dan  le 
monde, leurs avantages et leurs inconvénients étantrésumés dans le tableau II. 
 
 
Tableau II : Avantages et inconvénients des BM-MSC pour leur utilisation clinique. 
Tableau réalisé d’après les travaux de (Dominici et al, 2006 ; Kern et al, 2006 ; Bernardo et al, 2007). 
 
 
Avantages Inconvénients 
Faible immunogénicité 
Ponction de la MO=procédure chirurgicale 
lourde 
Régulation de processus biologiques: 
• Prolifération 
• Différenciation 
• Inflammation 
• Angiogenèse 
• Epithélialisation 
 
Faible pourcentage de BM-MSC dans la MO 
(1/10000 des cellules nucléées) 
Amplification in vitro dans des milieux de culture 
simples 
• Milieu enrichi en Basic fibroblast growth 
factor 
• Milieu enrichi ou non en sérum 
• Milieu sans cytokine 
Avec l’augmentation du nombre de passages: 
• Diminution du taux de prolifération 
• Perte de leur morphologie 
Bonne expansion en culture avec maintien de: 
• Croissance 
• Potentiel de différenciation 
Morphologie stable (fibroblaste) jusqu’à 20-25 
passages 
Pas d’anomalies chromosomiques en culture in vitro 
Effet pro-ou anti tumoral des BM-MSC 
dépendant de: 
• La source tissulaire 
• Les conditions de culture 
• La variabilité inter-individuelle des 
donneurs 
Efficacité de l’isolement des BM-MSC : 100% 
Diminution du potentiel de différenciation avec 
l’âge du donneur 
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Les études cliniques les plus importantes concernent l  traitement de 
l’ostéogenèse imparfaite, la maladie du greffon contre l’hôte et la maladie de Crohn 
(Strioga et al, 2012). Un certain nombre d’étude clinique de phase I et II sont également 
en cours dans le domaine de la réparation tissulaire, en particulier des lésions ischémiques 
(pied diabétique, ischémies myocardiques et cérébrales) et des lésions articulaires 
(Strioga et al, 2012).  
 
 
II.D.2.b) Production des BM-MSC 
 
Dans le protocole proposé par le CTSA et l’HIA Percy, les cellules de la MO 
totales sont prélevées puis isolées lors du premier temps opératoire à partir d’une zone 
non irradiée préalablement définie grâce à la dosimétr e physique au niveau des crêtes 
iliaques. Les cultures sont réalisées dans un milieu d  grade clinique enrichi en lysat 
plaquettaire humain (37°C avec 5% de CO2). Après trois à quatre jours, seules les BM-
MSC adhérent au plastique, les cellules non adhérentes étant éliminées. Afin d’obtenir 
une quantité moyenne de 200+/-20.106 cellules, il est nécessaire de les cultiver pendant au 
moins sept jours. Les BM-MSC ont été conditionnées dans de l’albumine humaine pour 
leur réinjection. Avant injection au patient, quatre contrôles de qualité sont effectués 
consistant en l’étude de leur phénotype par cytométrie en flux (CD45- ; CD105+ ; 
CD73+ ; CD90+), une évaluation de leur pouvoir clonogénique et de leur activité 
télomérasique. Enfin l’absence de contamination par des bactéries, des phages ou des 
mycoplasmes a également été contrôlée (Lataillade et al, 2007 ; Bey et al, 2010a).  
 
 
 
II.D.3)  Protocole de prise en charge des patients victimes de SCR 
 
Le protocole de prise en charge des patients présentant un SCR traité par thérapie 
cellulaire et chirurgie a été réalisé sur quatre victimes. Le traitement a été adapté à chaque 
patient en fonction de la dose reçue et du délai de pris  en charge. 
Il consiste tout d’abord en une dosimétrie physique réalisée le plus tôt possible pour 
déterminer l’importance de la zone exposée et les zones non irradiées. Celle-ci permet 
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ainsi un premier temps opératoire au cours duquel les tissus irradiés malgré leur 
apparence saine sont excisés et la moelle osseuse est prélevée en zone non irradiée pour 
en isoler les BM-MSC. Dans un second temps, des greffes de peau autologues sont 
réalisées trois à quatre semaines après exérèse. Durant cette période, les BM-MSC sont 
amplifiées et contrôlées pour une injection locale lors du 3ème temps opératoire. Des 
injections cellulaires itératives de 200+/-50.106 sont effectuées : la fréquence et le nombre 
d’injections dépendent de plusieurs facteurs : la dose absorbée, l’évolution clinique, le 
nombre de reprises chirurgicales nécessaires, et le délai de prise en charge thérapeutique. 
Ce protocole de prise en charge des victimes de SCR, résumé dans la figure 17, est adapté 
pour chaque patient, la chronologie et les étapes majeures restant communes. 
 
 
 
Figure 17 : Chronologie du traitement de référence du syndrome cutané radio-induit par 
chirurgie et thérapie cellulaire. 
 
Dans ce protocole, la dosimétrie physique est réalis e dès que possible pour permettre de déterminer 
l’exérèse des tissus irradiés. Durant ce premier temps opératoire, les BM-MSC des patients sont prélevées, 
mises en culture et amplifiées. Après une première greffe de peau autologue, une reprise chirurgicale 
associée à une injection de BM-MSC est effectuée. La qualité des cellules a été évaluée avant injection. En 
fonction du délai de prise en charge du patient et de l’évolution clinique un nombre variable d’injections 
itératives de BM-MSC peut être réalisé. 
Figure réalisée d’après les travaux de (Bey et al, 2007 ; Lataillade et al, 2007 ; Bey et al, 2010a ; Bey et al, 
2010b). 
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II.E)  Limite du traitement par injection de BM-MSC 
 
II.E.1)  Prélèvement de moelle osseuse : acte invasif et douloureux 
 
Le prélèvement de moelle osseuse est réalisé au niveau des crêtes iliaques du 
patient sous anesthésie générale pendant l’exérèse des tissus irradiés ce qui évite les 
douleurs liées à la ponction elle-même. Cependant, cette technique est invasive et 
douloureuse au réveil et nécessite une prise en charge antalgique déjà lourde suite à 
l’opération et aux douleurs liées au syndrome cutané r dio-induit (Hernigou et al, 2014). 
Par ailleurs le risque de survenue de complications subsiste et la quantité de moelle 
prélevée peut s’avérer insuffisante (Hernigou et al, 2014). 
 
 
 
II.E.2)  Pertes massives et retard au diagnostic 
 
En cas d’accident de masse, la prise en charge de nombreux blessés serait 
nécessaire. Le traitement actuel par chirurgie et inj ction de BM-MSC ne le permet pas 
en raison des délais de production des greffons et des contraintes logistiques que 
représente la mise en culture des prélèvements médullaires. 
En effet le prélèvement de moelle osseuse permet d’obtenir environ 250.106 de cellules 
totales mais les BM-MSC ne représentent que 1/10 000 à 1/100 000 de ces cellules 
(Bernardo et al, 2009). Malgré une prolifération importante en culture, le délai pour 
l’obtention de 200+/-50.106 pour chaque greffe et pour chaque patient entraîne une phase 
d’attente ayant une répercussion importante sur la chronologie thérapeutique. 
 
 
 
II.E.3)  Irradiation hétérogène 
 
La dosimétrie physique est une technique très pertinente et efficace pour 
déterminer les zones irradiées en cas d’irradiation c rporelle totale hétérogène ou 
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localisée. Elle est cependant dépendante des informations détaillées recueillies après 
l’irradiation telles que la source, la localisation exacte du patient au moment de 
l’exposition, ses déplacements par rapport à la source et le temps d’exposition à chaque 
point. Le recueil de ces informations peut être difficile en fonction des circonstances dans 
le cas d’un accident de masse ou lorsque la prise en charge est retardée. La détermination 
des zones non irradiées peut alors être compromise. 
Par ailleurs en cas d’irradiation localisée à fortes doses associée à une irradiation 
hétérogène corporelle totale, il est possible que les zones de prélèvements de moelle 
osseuse qui sont en priorité les crêtes iliaques soient elles-mêmes des zones irradiées, ce 
qui réduit la possibilité de prélèvement et expose au risque d’isolement de BM-MSC 
elles-mêmes exposées. 
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III)  Optimisation du traitement 
 
Pour optimiser le traitement du SCR par injections de BM-MSC, de nouvelles 
stratégies thérapeutiques peuvent être envisagées. Nos travaux porteront en particulier sur 
l’utilisation des cellules souches issues du tissu adipeux manipulées ou non, proposées 
comme nouveau produit de thérapie cellulaire en raison des nombreux avantages qu’elles 
présentent notamment en terme de facilité de collecte t de constitution de banques 
cellulaires. 
 
III.A)  Les cellules souches dérives du tissu adipeux 
 
Les précurseurs adipocytaires décrits pour la première fois en 1976 par Van et al. 
ont été isolés à partir de tissu adipeux humain par digestion enzymatique (collagénase) 
puis par adhérence (Van et al, 1976). Les cellules stromales et vasculaires obtenues par 
cette technique ont été définies comme la fraction stromale vasculaire (FVS). En 2001, 
Zuk et al ont identifié dans la FVS, une sous-population présentant toutes les 
caractéristiques des cellules souches : les cellules souches d’origine adipocytaire (Zuk et 
al, 2001).  
Actuellement, la désignation de ces cellules souches d’origine adipocytaire demeure 
différente au sein de la communauté scientifique :  
• PLA cells (Process Lipoaspirate cells) 
• ADSC (Adipose tissue Derived Stem/stromal Cells) 
• ASC (Adipose tissue derived Stem/ stromal Cells) 
• Pré adipocytes 
• Fraction cellulaire du stroma vasculaire adipeux 
 
Par souci d’homogénéité, les termes ASC et cellules souches d’origine adipocytaire 
seront retenus pour ce travail. 
 
Le tissu adipeux et la moelle osseuse ont la même origine embryonnaire : le 
mésenchyme. Il existe deux types de tissu adipeux, l  tissu adipeux brun et le blanc. Les 
ASC sont isolées à partir du tissu adipeux blanc. Son abondance et la quantité d’ASC par 
gramme de tissu permettent d’obtenir grâce à un prélèvement moins traumatique pour le 
patient un grand nombre d’ASC par rapport aux BM-MSC. En effet, 5.103 ASC peuvent 
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être isolées à partir d’un gramme de tissu adipeux (Hass et al, 2011), soit une quantité 
500 fois supérieure à ce qui peut être isolé avec la même quantité de moelle osseuse 
(Fraser et al, 2006 ; Bernardo et al, 2009). 
 
 
III.A.1)  Caractérisation des ASC 
 
Les ASC présentent toutes les caractéristiques définissant les MSC selon les 
critères de l’ISCT : l’adhérence au plastique dans de conditions standards de culture, 
l’expression de CD90, CD105 et CD73, l’absence d’expr ssion du CMH de type II, du 
CD34, CD45, CD19, CD14 et la capacité de se différencier in vitro en ostéoblastes, 
chondroblastes, et adipocytes (De Ugarte et al, 2003a, Dominici et al, 2006, Bourin et al, 
2013). 
Une grande similarité existe entre les BM-MSC et les ASC. Morphologiquement, ces 
cellules d’origine tissulaire différente ont une forme en fuseau assez proche des 
fibroblastes qu’elles conservent i  vitro. Les ASC se caractérisent également par leurs 
marqueurs de surface résumés dans le tableau III tels qu  le CD10, CD13, CD29, CD34, 
CD44, CD71, CD73, CD90, CD105, CD117 (communs aux BM-MSC). 
 
Tableau III: Caractéristiques phénotypiques des ASC. 
Tableau réalisé d’après les travaux de (Zuk et al, 2001 ; Kern et al, 2006). 
 Molécules de surface présentes Molécules de surface absentes 
Molécules d’adhésion 
CD9 ; CD29 (β1-intégrin); 
CD49d (α4- intégrin); CD54 (ICAM-1); 
CD105 (endoglin); CD166 (ALCAM) 
CD11b (αb-integrin); CD18 (β2-integrin) 
CD49f (α6-integrin); CD50 (ICAM-3); 
CD56 (NCAM);  CD61, 
CD62e (E-selectin); CD104 (α4-
integrin);CD106 (VCAM); CD133 
Récepteurs 
CD44 (hyaluronate); 
CD71 (transferrine) 
CD16 (récepteur Fc) 
Enzymes CD10, CD13 (aminopeptidase) ; CD73, 
aldéhyde déshydrogénase  
Molécules de la matrice 
extracellulaire 
CD90; CD146; Collagène I et III; 
ostéopontin; ostéonectin  
Protéines du complément 
et du système immunitaire CD55; CD59 (protectin)  
Antigène du CMH HLA ABC HLA DR 
Marqueurs des cellules 
souches 
(CD34); ABCG2  
Marqueurs des cellules 
stromales CD29; CD44; CD73; CD90; CD166  
Marqueurs des cellules 
hématopoïétiques  CD14; CD31; CD45 
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De même que les BM-MSC, ces cellules souches sont décrites comme étant 
négatives pour les marqueurs des lignées hématopoïéiques, le facteur von Willebrand et 
les marqueurs des cellules endothéliales (Gimble and Guilak, 2003) ainsi que pour les 
molécules du CMH II, ce qui permet d’envisager l’utilisation des ASC dans un contexte 
allogénique (Schaffler and Buchler, 2007). L’immunophénotypage des ASC est identique 
à 90% à celui des BM-MSC (Kern et al, 2006). 
On note cependant que certains marqueurs de surface comme CD106 et CD49f sont 
moins exprimés (Kern et al, 2006 ; Gimble et al, 2007) que dans les BM-MSC. Les ASC 
modulent également l’expression de certains marqueurs a  cours des différents temps de 
culture tels que les glycoprotéines de surface CD34 (Mitchell et al, 2006 ; Maumus et al, 
2011), CD54 (De Ugarte et al, 2003b) et CD49d (Noel et al, 2008), à l’inverse des BM-
MSC. Par ailleurs l’expression de STRO-1 par les ASC, caractéristique des BM-MSC est 
controversée selon les techniques de détection utilisées (Gronthos et al, 2001 ; De Ugarte 
et al, 2003b).  
 
 
 
 
III.A.2)  Potentiel de prolifération et capacité de différenciation des ASC  
 
De par leur caractéristiques immunophénotypiques et leur capacité d’adhérence au 
plastique, l’isolement des ASC à partir du tissu adipeux a une efficacité de 100% tout 
comme les BM-MSC (Kern et al, 2006).  
 
Les ASC peuvent être cultivées de façon prolongée et amplifiées avec un temps de 
doublement stable jusqu’au 6ème passage et un faible taux de sénescence (0 au premier 
passage, 3,4% au 13ème passage) (Zuk et al, 2001 ; Gruber et al, 2012). Le potentiel de 
prolifération in vitro des ASC est plus important que celui des BM-MSC, avec une entrée 
en sénescence plus tardive en culture mais également après décongélation (Izadpanah et 
al, 2006 ; Kern et al, 2006 ; Vidal et al, 2011). De plus il a été décrit que les ASC sont 
génétiquement et morphologiquement plus stables en culture à long-terme que les BM-
MSC (Kern et al, 2006). 
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Les cellules souches d’origine adipocytaire présentent les mêmes capacités de 
transdifférenciation que les BM-MSC en adipocytes, chondrocytes et ostéoblastes (De 
Ugarte et al, 2003b ; Bourin et al, 2013). Par ailleurs dans des conditions de culture 
appropriées, une transdifférenciation en fibroblastes (Kern et al, 2006), en kératinocytes 
(Chavez-Munoz et al, 2013), en lignée hématopoïétique myéloïdes et lymphoïdes (De 
Toni et al, 2011) et en cellules endothéliales (Nunes et al, 2013) ont aussi été rapportées. 
Enfin, comme pour les BM-MSC, l’âge du donneur influe sur les propriétés des ASC. Les 
capacités de prolifération et de différenciation sot réduites et l’entrée en sénescence des 
ASC plus précoce lorsque âge du donneur augmente (de Girolamo et al, 2009 ; Alt et al, 
2012). 
 
 
 
 
III.A.3)  Migration et activité paracrine des ASC  
 
Tout comme les MSC de la moelle osseuse, les ASC sont capables de migrer en 
réponse aux molécules chémoattractives de manière préférentielle vers les tissus lésés 
(Kern et al, 2006 ; Salgado et al, 2010).  
Les ASC présentent également des capacités sécrétoires importantes impliquées dans les 
mécanismes de réparation tissulaire tels que la prolifération cellulaire, l’inflammation 
l’angiogenèse (Yanez et al, 2010 ; Cerqueira et al, 2013 ; Bhang et al, 2014). 
Le sécrétome des cellules souches, aussi appelé milieu conditionné (MC) est défini 
comme l'ensemble des protéines sécrétées par la voie de sécrétion classique (via le 
réticulum endoplasmique et l'appareil de Golgi) et par la voie non-classique des vésicules 
extracellulaires. Ces protéines sécrétées comprennent d  nombreuses enzymes, des 
facteurs de croissance : bFGF, TGFβ1, IGFBP-7 (Insulin like Growth Factor Binding 
Protein), EGF, des cytokines : IL-6, IL-8, MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein), 
RANTES (Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted), SPARC 
(Secreted Protein Acidic and Rich in Cystein), CXCL1 (Chemohine C-X-C motif Ligand 
1), des hormones et autres médiateurs (Huang et al, 2013). Des facteurs pro-
angiogéniques tels que VEGFα, ANG1, la protéine Cyr61 (Cystein rich angiogenic 
inducer 61) sont aussi produits par les ASC (Rehman et al, 2004 ; Estrada et al, 2009). 
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Par ailleurs, la sécrétion de protéines de la matrice extracellulaire (fibronectine, collagène 
de type 1, MMP 3-9), de protéines et de dérivés lipidiques immunorégulateurs telles que 
la prostaglandine E2 (PGE2) a été rapportée (Cuiet al, 2007 ; Yanez et al, 2010). Ce 
sécrétome est résumé dans le tableau IV. 
 
Tableau IV : Tableau récapitulatif des molécules sécr tées par les ASC. 
 
Les facteurs paracrines des ASC sont impliqués dansles principaux processus de 
la réparation cutanée. Leur activité pro-angiogénique a été décrite dans des modèles in 
vitro et in vivo via la sécrétion de VEGFα, bFGF et MMP3-9 et apparaît accrue par 
rapport à celle du sécrétome des BM-MSC (Kim Y. et al, 2007 ; Casteilla et al 2010). 
Au niveau de la réponse inflammatoire, l’action des ASC est plus importante que celle 
des BM-MSC. Elles modulent la réponse immunitaire en inhibant la différenciation des 
cellules dendritiques, en diminuant leur expression de molécules co-stimulatrices et en 
augmentant leur sécrétion de cytokines immunomodulatrices (IL-10) (Bochev et al, 
2008). Une inhibition significativement plus importan e de la production 
d’immunoglobulines (Ig) par le sécrétome des ASC par rapport aux BM-MSC a 
également été rapportée (Ivanova-Todorova et l, 2009), de même qu’une diminution de 
la réaction inflammatoire via la sécrétion de PGE2. Les facteurs paracrines des ASC 
favorisent également la prolifération des fibroblastes dermiques et la sécrétion de 
collagène de type 1, composant majeur de la matrice extracellulaire (Kim WS. et al, 
2007). 
 Molécules Références 
Facteurs de croissance bFGF ; TGFβ1 ; IGFBP7 ; EGF ; (Molina et al, 2009 ; Kim et al, 
2010 ; Kapur and Katz, 2013)  
Cytokines IL-6 ; IL-8, MCP-1 ; RANTES ; 
SPARC ; CXCL1 
(Molina et al, 2009 ; Rosenow et 
al, 2010) 
Protéines de la matrice 
extracellulaire 
Fibronectine ; Collagène de type 
1-2-3, MMP-3 ; MMP-9 ; 
Héparane sulfate protéoglycane 
(Molina et al, 2009 ; Zhong et al, 
2010) 
Molécules 
immunomodulatrices 
PGE2 ; TNFα (Cui et al, 2007; Rosenow et al, 
2010 ; Yanez et al, 2010) 
Molécules pro-
angiogéniques 
VEGFα ; ANG1 ; Cyr61 (Rehnan et al, 2004 ; Estrada et al, 
2009) 
Enzymes Lactate déshydrogénase ; 
métalloprotéases 
(Kim et al, 2010 ; Rosenow et al, 
2010) 
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III.A.4)  Applications cliniques des ASC dans la régénération tissulaire 
 
La découverte plus récente du potentiel des ASC explique le nombre plus faible 
d’essais cliniques en cours. A ce jour, elles sont cependant utilisées dans des essais de 
phase I et II dans le domaine de la maladie du greffon contre l’hôte, des lésions 
articulaires, (cartilage/ tendons) et de l’ischémie yocardique (Strioga et al, 2012). En 
préclinique, de nombreuses études ont été réalisées pour évaluer l’intérêt des ASC en 
particulier dans le domaine de la réparation tissulaire, démontrant leur effet bénéfique 
pour la prise en charge des lésions neurologiques secondaires à une ischémie cérébrale 
(De Toni et al, 2011), des défects osseux (Field t al, 2011), et des lésions cutanées 
(Ebrahimian et al, 2009 ; Forcheron et al, 2012 ; Cerqueira et al, 2013).  
 
 
 
III.A.5)  Evaluation des greffes d’ASC autologues dans le traitement du 
syndrome cutané radio-induit 
 
Se fondant sur les propriétés cellulaires des ASC, leur abondance et leur facilité de 
prélèvement notre équipe a préalablement évaluée sur un modèle de SCR chez le 
miniporc (8 animaux témoins et 5 animaux recevant des ASC) l’efficacité de l’injection 
d’ASC autologues (Forcheron et al, 2012) ; (Annexe 1). Ce modèle a été choisi car 
contrairement aux souris et lapins (Williams et al, 2010 ; Meirelles et al, 2013), les doses 
utilisées pour induire les symptômes sont proches de celles utilisées chez l’Homme (Agay 
et al, 2010). Par ailleurs, les porcs ont de nombreuses similarités avec l’Homme en termes 
de morphologie et de physiologie des organes, mais surtout, ils sont très proches en 
termes d’histologie et d’architecture vasculaire du derme (Vodicka et al, 2005). 
Dans ce travail réalisé à l’Institut de Recherche Biomédicale des Armées (IRBA), les 
animaux ont été irradiés en région lombaire à la dose de 50 Gy gamma, cette 
configuration d’irradiation protégeant les organes obles notamment les systèmes cardio-
pulmonaire et intestinal et évitant l’exposition de gros troncs vasculaires Les animaux ont 
reçu quatre injections locales itératives de 50.106 ASC : deux injections avant l’apparition 
des symptômes (J25 et J46)  puis deux injections en phase de développement clinique 
(J76 et J95 post-irradiation). 
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L’étude immuno-histologique réalisée sur des biopsies cutanées a révélé la présence au 
niveau du derme et de la jonction dermo-épidermique, d’ASC et de cellules immunitaires 
mises en évidence par marquage du CD3 (lymphocyte T) t de la chaine légère λ 
(lymphocytes B), trois jours après injection. Une coloration hématoxyline-éosine et un 
marquage de Ki67 (marqueur de prolifération des kératinocytes) ont également révélé une 
réépithélialisation avec un aspect multi-couches semblable à une peau saine pour les 
animaux traités par injection d’ASC contrairement aux animaux témoins présentant un 
épithélium désorganisé dépourvu de kératinocytes quatre mois après irradiation. 
L’évaluation clinique a montré une amélioration des symptômes avec une cicatrisation 
totale des lésions. Une phase douloureuse et inflammatoire a été observée suite aux 
injections d’ASC mais le traitement antalgique a pu être définitivement arrêté six 
semaines après irradiation. Les animaux témoins ont développé une nécrose irréversible 
douloureuse caractéristique de l’évolution du SCR à fortes doses (Forcheron et al, 2012). 
Ces résultats ont mis en évidence l’intérêt des ASC autologues dans le traitement du SCR. 
. 
 
 
 
III.B)  Banque cellulaire 
 
La mise en place de banques cellulaires nationales et internationales permettant de 
répondre à un besoin critique d’accès rapide à des tissus sains cryoconservés en médecine 
régénérative représente un véritable défi. 
Des banques de cellules de sang de cordon, centralisées au niveau des Etablissements 
Français du Sang existent en France et sont utilisées pour le traitement des hémopathies 
sanguines depuis une vingtaine d’année [8]. 
Il n’existe à ce jour aucun système de banques de cellules souches adultes en France, à la 
différence des banques de tissus (os, cornée) qui sont en expansion. Aux Etats- Unis et au 
Royaume-Unis, l’idée est en cours de développement et des banques de cellules souches 
adultes pour la recherche scientifique existent (West et al, 2014).  
Dans le contexte du SCR, l’utilisation de banques cllulaires (autologues pour les 
personnels à risque sur le plan professionnel et préalablement identifiés ou allogéniques) 
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permettrait de pallier les retards de prise en charge, lors d’accident de masse ou dans des 
situations ne permettant pas le prélèvement de cellules souches en zones sous exposées. 
Les contraintes techniques liées à la qualité du stockage à long-terme, la conservation des 
propriétés de prolifération ou de différenciation des MSC ont fait l’objet de nombreux 
travaux et ne représentent plus de réels obstacles (D vireddy and Thirumala, 2011 ; 
Dhanasekaran et al, 2013). La reprise de la prolifération des ASC, le maintien de leur 
caractère multipotent et l’absence d’anomalies chromosomiques après cryoconservation 
ont été rapportées et permettent d’envisager leur utilisation pour la régénération tissulaire 
(Devireddy et al, 2005 ; De Rosa et al, 2009 ; Dariolli et al, 2013). Enfin, la faible 
immunogénicité des MSC en général et des ASC en particulier en font d’excellentes 
candidates pour la mise au point de traitement utilisant des cellules souches allogéniques 
(De Ugarte et al, 2003a). 
 
 
 
III.C)  Thérapie génique transitoire 
 
III.C.1)  Principes et intérêt 
 
La thérapie génique est une stratégie consistant à introduire du matériel génétique 
codant pour une protéine ou une séquence choisie afn de modifier le capital génétique de 
la cellule dans le but de l’optimiser ou de remplacer des séquences manquantes. 
En thérapie génique, il est important de considérer la durée d’expression du transgène, qui 
sera un point crucial pour le choix de la technique de transfection. Deux méthodes 
existent : (1) les techniques intégratives qui permettent une expression stable du gène, 
réalisées via l’utilisation de rétrovirus, de lentivirus ou grâce à des recombinases sites-
spécifiques, (2) les méthodes non intégratives pour lesquelles l’expression du gène sera 
transitoire, la transfection du gène se faisant chimiquement, via un adénovirus, une 
électroporation ou une nucléofection (Nowakowski et al, 2013). 
 
Dans le cadre de la régénération tissulaire, en particulier dans celui de notre 
approche thérapeutique du SCR, l’optimisation des cellules souches cible principalement 
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les processus anti-inflammatoires, angiogéniques et prolifératifs in situ. Ces deux derniers 
étant impliqués dans la croissance tumorale, la mise en œuvre de méthodes intégratives 
représente un risque iatrogène de tumorogenèse limitant leur utilisation clinique. 
 
En thérapie génique transitoire, les BM-MSC et les ASC ne diffèrent pas en termes 
d’efficacité de transfection (Miyazaki et al, 2008). Les adénovirus restant dans le 
cytoplasme (Morizono et al, 2003), le risque de mutagénèse insertionnelle est donc faible 
mais non nul (Wu and Dunbar, 2011). Cette technique présente de plus, le risque inhérent 
aux vecteurs viraux : leur immunogénicité (Yang et al, 1994). Pour pallier ce risque, les 
techniques d’électroporation et de nucléofection peuvent être envisagées. 
L’électroporation consiste à augmenter la conductivité électrique et la perméabilité de la 
membrane plasmique par application d’un champ électrique au niveau de la face 
extracellulaire de la membrane. Cette technique permet l’introduction dans la cellule de 
molécules ou de matériel génétique qui seront conservé  dans le cytoplasme (Kim and 
Im, 2011). La nucléofection est basée sur le principe de l’électroporation mais elle 
présente en plus, l’intérêt d’introduire le matériel génétique dans le noyau grâce à 
l’utilisation d’une solution spécifique à chaque type de cellules (composition non connue) 
développée par le laboratoire Lonza (Lonza, Bâle, Suisse). Elle permet le passage de la 
membrane plasmique et nucléaire. La présence du matériel génétique dans le noyau 
augmente ainsi l’efficacité de transfection et d’expression du transgène (Nakashima et al, 
2005 ; Aluigi et al, 2006 ; Zaragosi et al, 2007). 
 
Le concept de thérapie génique transitoire se fonde sur la capacité sécrétoire des 
cellules souches : la transfection d’un matériel génétique contenant la séquence codante 
d’une protéine d’intérêt permet la sécrétion de cette protéine avec les facteurs paracrines. 
Il est ainsi possible d’optimiser les propriétés de c llules transduites en choisissant une 
protéine immunomodulatrice, impliquée dans l’angiogenèse et/ou la prolifération 
cellulaire permettant d’accroitre leur rôle dans la réparation tissulaire et de pallier à des 
greffons cellulaires de taille réduite. 
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III.C.2)  La protéine Sonic Hedgehog 
 
Afin d’optimiser le potentiel des ASC par thérapie génique transitoire, la protéine 
Sonic Hedgehog (Shh) a été choisie comme première protéine candidate. 
 
III.C.2.a) Description 
 
Un morphogène est un gène exprimé pendant le développement embryonnaire et 
codant pour une protéine dont le gradient induit la formation des axes et des polarités de 
l’embryon.  
 
La protéine Sonic Hedgehog (Shh) est codée par un morphogène du même nom 
présent sur le chromosome 7 (7q36). Elle a été découverte en 1978 par Wieschaus E, et 
Nusslein-Vohlard C. lors d’études sur le développement embryonnaire de la Drosophila 
melanogaster (Nusslein-Vohlard and Wieschaus, 1980). Ces travaux sont à l’origine de la 
découverte de la famille des morphogènes Hedgehog qui comprend Desert Hedgehog 
(Dhh), Indian Hedgehog (Ihh) et Sonic Hedgehog, le plus étudié. Le morphogène Shh est 
largement exprimé dans le système nerveux central (SNC). La production de Shh est 
associée à une capacité de prolifération à la fois des cellules précurseurs des neurones 
endogènes pendant le développement embryonnaire et des cellules souches neurales dans 
la zone sous-ventriculaire adulte. Elle a un rôle diffus sur de nombreux organes au cours 
du développement. Cependant, les multiples effets d Shh sont très répandus mais encore 
incomplètement compris. Il a été mis en évidence que cette protéine exerce une influence 
sur le développement des neurones de la notochorde embryonnaire dans laquelle elle 
module l'induction des neurones moteurs et des cellules précurseurs d'oligodendrocytes 
(Capdevila and Johnson, 2000). Shh est également sécrétée par certaines cellules adultes 
telles que les neurones (He et al, 2013), les cellules épithéliales du tractus digest f 
(Yamanaka et al, 2011 ; Feng et al, 2012) ou les cellules dendritiques (Sacedon et al, 
2005) et impliquée dans des processus de divisions cellulaires de l’hématopoïèse 
(Bhardwaj et al, 2001) et le développement de certains cancers en particulier gastro-
intestinaux (Walter K. et al, 2010). 
Shh est une glycoprotéine synthétisée sous forme d’un précurseur de 45kDa qui subit une 
auto-protéolyse produisant une protéine N-terminale de 19kDa (Shh-N) ayant toutes les 
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activités de signalisation et une protéine C-terminale de 25kDa possédant une activité 
protéasique à l’origine de l’autocatalyse (Figure 18). 
 
Figure 18 : Structure 3D de la protéine ShhN. 
 
Image tirée de [9] et (Pepinski et al, 2000).. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’addition post-transcriptionnelle d’un résidu cholestérol sur la partie C-terminale du 
fragment N-terminal permet l’association de Shh-N à la membrane plasmique. Ce 
fragment Shh-N subit ensuite une seconde modification lipidique par l’addition, sur le 
résidu cystéine amino-terminal, d’un acide palmitique grâce à une protéine, la 
palmitoylacétyl transférase (Hart) donnant ainsi naissance à la forme mature et active de 
Shh : Shh-Np. Ces modifications post-transcriptionnelles ont lieu dans le réticulum 
endoplasmique (Bambakidis and Onwuzulike, 2012) ; (Figure 19). 
L’adjonction d’un acide gras et d’un résidu cholestérol après ces modifications post-
transcriptionnelles lui procure une propriété lipophile lui permettant d’être positionnée 
dans un radeau lipidique de la membrane plasmique Elle peut également être sécrétée 
sous forme de monomère pour une action autocrine, ou d’ ligomères associés à la 
protéine DISP pour une action paracrine. Cette dernière forme masque les résidus 
cholestérol, augmentant ainsi l’hydrosolubilité de Shh et favorisant son processus de 
diffusion paracrine. (Eaton, 2008 ; Vyas et al, 2008) ; (Figure 19). 
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Figure 19 : Schéma récapitulatif de la synthèse, la sécrétion et la signalisation de la protéine 
Sonic Hedgehog. 
 
La protéine Sonic Hedgehog (Shh) est synthétisée sous forme d’un précurseur de 45kDa qui subira une 
autocatalyse par sa partie C-terminale, aboutissant à une protéine de 19kDa. Lors de l’autolyse, un résidu 
cholestérol est ajouté en C-terminal de la partie N-terminale, puis un acide palmitique ajouté par la 
palmityilacétyl transférase (Hart) permettra d’obtenir une protéine fonctionnelle. Elle est secrétée par
diffusion ou après agrégation par la protéine DISP au niveau des radeaux lipidiques de la membrane 
plasmique. Au niveau de la cellule cible, Shh agit via 2 récepteurs : Ptch et Smo qui permettent l’activ tion 
et la translocation d’un facteur de transcription : Gli. 
Figure réalisée à partir des travaux de (Mimeault and Batra, 2010). 
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III.C.2.b) Voie de signalisation Shh 
 
La voie de signalisation Shh principalement décrite dans le cil primaire des 
cellules ciliées est complexe.  
Elle implique deux récepteurs transmembranaires préents sur la cellule réceptrice du 
signal : Patched (Ptch), une protéine à douze domaines transmembranaires et Smoothened 
(Smo), une protéine à sept domaines transmembranaires présentant la typologie des 
récepteurs couplés aux protéines G. Shh se lie à Ptch tandis que Smo agit comme un 
transducteur du signal. Cette protéine Smo est ancrée dans la membrane des vésicules 
intracellulaires en l’absence d’activation par Shh (Burglin, 2008). En absence de 
signalisation, Ptch interagit avec Smo, l’inhibant et empêchant ainsi sa translocation au 
niveau de la membrane plasmique. Un complexe lié aux microtubules composé (chez les 
vertébrés) des protéines Kif7 (Kinesin Family member 7), Suppressor of Fused (SuFu) et 
de Gli recrute des kinases dont la protéine kinase A, maintenant ainsi le facteur Gli sous 
une forme réprimée et inhibant sa translocation dans le noyau. La liaison de Shh à Ptch 
lève l’inhibition de Ptch sur Smo qui se fixe à la membrane plasmique. La liaison du 
complexe lié aux microtubules via l’interaction de Kif7 avec la partie C-terminale de Smo 
va permettre la libération de Gli (Taipale et al, 2002 ; Chen and Jiang, 2013) ; 
(Figure 20). 
 
 
 
 
Figure 20 : Mode d’action des récepteurs de Shh. 
 
Figure réalisée à partir des travaux de (Wilson and Chuang, 2010). 
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Les facteurs de transcription Gli au nombre de 3 (Gli 1-2-3) possèdent cinq domaines en 
doigt de zinc permettant leur liaison à l’ADN. Gli 1 et Gli 2 sont des activateurs 
transcriptionnels, tandis que Gli 3 est un répresseur (Koebernick and Pieler, 2002) ; 
(Figure 19-20). 
 
Les gènes cibles de Shh ne sont actuellement pas encore tous connus mais certains ont 
été décrits comme étant impliqués dans : 
• l’auto-activation des gènes Gli et Ptch (Katoh and Katoh, 2009) 
• la régulation du cycle cellulaire comme les cyclines D1/2 et E (Katoh and Katoh, 
2009) 
• la survie cellulaire via l’activation de l’expression des facteurs anti-apoptotiques 
(Bcl2/CFLAR) (Kasper et al, 2006) 
• la néoangiogenèse (VEGFα, ANG1) (Lee et al, 2007 ; Pola et al, 2001) 
 
 
 
III.C.2.c) Intérêt de Shh pour la thérapie génique transitoire 
 
Plusieurs arguments ont orienté le choix de Shh comme protéine d’intérêt pour 
son utilisation en thérapie génique transitoire dans le traitement du SCR. 
 
Tout d’abord le caractère sécrété de la protéine Shh qui permet sa libération et sa 
diffusion par la cellule transfectée au niveau du site d’injection. De plus, Shh intervient 
dans de nombreux processus biologiques tel que l’embryogenèse, la différenciation des 
cellules souches hématopoïétiques, la régénération des cellules ostéblastiques (Hofmann 
et al, 2009 ; Dohle et al, 2010 ; Fan et al, 2013), et de manière plus spécifique au SCR, 
dans les processus de l’angiogenèse (Pola et l, 2001) et de la prolifération cellulaire 
(Parisi and Lin, 1998 ; Mimeault and Batra, 2010). Plusieurs travaux in vitro rapportent 
un effet pro-angiogénique indirect de Shh par induction de la sécrétion de VEGFα et 
d’ANG1 par les cellules endothéliales et mésenchymateuses. D’autres études in vivo 
révèlent la formation de néovaisseaux et le recrutement de cellules endothéliales (Pola et
al, 2001 ; Spek et al, 2010 ; Podolska et al, 2013 ; Tang et al 2013 ; Yao et al, 2014). 
Des travaux menés sur la régénération tissulaire ont également démontré un effet de Shh 
sur la prolifération des cellules épithéliales (Parisi and Lin, 1998) et sur la réparation du 
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tissu cutané par activation de la NO synthase qui elle-même favorise l’angiogenèse (Luo 
et al, 2009). Par ailleurs, Shh a été décrite comme impliquée dans la croissance et la 
morphogenèse du follicule pileux et joue un rôle crucial dans l’organisation des cellules 
du derme favorisant ainsi la réparation cutanée (Oro and Higgins, 2003). Les propriétés 
pro-angiogéniques de Shh en thérapie génique sur des modèles murins ont également 
montré une accélération de la cicatrisation de lésions cardiaques et musculaires (Kusano 
et al, 2005 ; Piccioni et al, 2013) et permettent ainsi d’envisager son utilisaon afin 
d’optimiser le traitement du SCR (Donahue, 2006). 
Enfin, les fibroblastes du derme, possédant des récepteurs Ptch et Smo, peuvent être une 
cible de Shh pour favoriser le remodelage de la matrice extracellulaire et la prolifération 
de ces cellules (Lee t al, 2007 ; Varjosalo and Taipale, 2008) impliquées dans la 
réparation cutanée. 
 
 
 
Les traitements actuels ou envisagés du CRS par thérapie cellulaire ont fait l’objet d’une 
revue publiée (Annexe 2):  
Advances in stem cell therapy; Specific application in the treatment of cutaneous radiation 
syndrome. 
Riccobono Diane; François Sabine; Forcheron Fabien; Valente Marco; Drouet Michel. 
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 OBJECTIFS DE LA THÈSE 
 
 
Ce travail de thèse s’inscrit dans la recherche et l’optimisation de nouvelles 
approches thérapeutiques pour la prise en charge de pati nts atteints de syndrome cutané 
radio-induit. 
Cette pathologie complexe, secondaire à une irradiation localisée à forte de dose de la peau 
et des tissus sous cutanés présente de nombreux challenges thérapeutiques liés au délai 
d’apparition, à sa symptomatologie inflammatoire et extensive et à un défaut de 
revascularisation caractéristique ne permettant pas une évolution spontanée vers la 
cicatrisation pour les doses supérieures à 20 Gy.  
Les progrès réalisés dans le domaine des cellules souches et de la thérapie cellulaire ont 
révolutionné le traitement du syndrome cutané radio-induit. Depuis le milieu des années 
2000, l’association de la chirurgie guidée par dosimétrie et de l’injection de cellules souches 
isolées à partir de la moelle osseuse a contribué à une nette amélioration du traitement. Cette 
technique a permis d’éviter chez les patients traités à titre compassionnel une amputation du 
membre exposé et d’aboutir à une cicatrisation des lésions. Cette technique reste cependant 
perfectible notamment en raison des délais de production d’un greffon de taille clinique, 
ainsi que du prélèvement douloureux de moelle osseuse (tissu peu accessible), et nécessite 
une maîtrise parfaite des limites zone saine-zone irradiée pour prélever des cellules souches 
non/sous exposées. 
 
Dans la première partie de notre travail nous avons choisi d’évaluer chez le miniporc 
l’efficacité thérapeutique de cellules souches allogéniques issues du tissu adipeux (ASC) 
comme alternative aux cellules souches fibroblastiques d’origine médullaire. Celles-ci, plus 
accessibles et plus abondantes que les BM-MSC, présentent également des propriétés pro-
angiogéniques, immunomodulatrices et anti-apoptotiques. L’objectif de cette partie est de 
valider l’intérêt des ASC dans la prise en charge du syndrome cutané radio-induit dans le but 
de développer une stratégie fondée sur la constitution de banques cellulaires. 
 
Dans la deuxième partie de ce travail, une stratégie innovante d’optimisation des ASC 
par thérapie génique transitoire a été mise au point en vue d’enrichir le sécrétome des ASC. 
Elle se fonde sur la manipulation ex vivo des ASC au sein desquelles un plasmide codant 
pour une protéine d’intérêt est introduit par nucléofection. Dans cette étude, la protéine 
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Sonic Hedgehog a été choisie pour son implication da s la prolifération cellulaire et 
l’angiogenèse. Ces travaux ont évalué la faisabilité de cette stratégie thérapeutique in vivo. 
 
Enfin, dans une troisième partie, les mécanismes d’action sous tendant l’effet 
biologique des ASC manipulés ou non ont été étudiés 1) in vitro sur des fibroblastes 
dermiques irradiés afin d’évaluer l’implication du sécrétome des cellules souches dans les 
processus biologiques clés du SCR et 2) in vivo chez la souris immunodéficiente. 
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 PARTIE I : EVALUATION DES BANQUES DE 
CELLULES SOUCHES 
 
I)  EXPERIMENTATION IN VIVO  SUR UN MODÈLE DE 
MINIPORC 
 
Article 1: Application of adipocyte derived stem cells in treatment of cutaneous radiation 
syndrome. 
Riccobono Diane; ForcheronFabien; Scherthan Harry; Agay Diane; Vivier Mylène ; Ballester Bruno; 
Meineke Viktor; Drouet Michel. Health Physics 2012; Aug 103: 120-6 
 
 
 
L’étude de l’effet des injections d’ASC allogéniques ainsi que l’évaluation de la 
faisabilité des banques de cellules souches ont étés r alisées sur un modèle de syndrome 
cutané radio-induit chez le miniporc.  
La peau est un organe complexe qui joue un rôle de barrière physique et qui représente 3% 
du poids du corps (Hopewell, 1990). Suite à une irrad ation localisée, l’évolution clinique 
est influencée par les lésions des tissus sous-jacents t ls que les muscles, les tissus nerveux 
et vasculaires. Les similitudes en termes d’histologie, de morphologie vasculaire et de 
renouvellement cellulaire entre les tissus cutanés humain et porcin (Vodicka et al, 2005 ; 
Mahl et al, 2006) font du miniporc un modèle d’étude pertinent du SCR (Agay et al, 2010). 
 
 Dans cette étude cinq animaux ont bénéficié de l’injection d’ASC allogéniques. Ces 
greffons étaient constitués d’un mélange de cellules issues de deux animaux de la cohorte 
non sélectionnés. L’évolution a été comparée à la cohorte historique d’animaux ayant reçu 
des cellules autologues ou des injections de PBS (Forcheron et al, 2012). L’exposition de la 
peau aux rayonnements ionisants a été effectuée selon la configuration d’irradiation mise au 
point précédemment au sein du laboratoire (Agay et al, 2010) : au total dix-huit miniporcs 
ont été irradiés localement par un faisceau gamma homogène et tangentiel au niveau 
lombaire (sur une zone de 3 cm par 5 cm) avec un irradiateur au Co60 (débit de dose : 
0,6 Gy/min ; IRDI 4000, Alstom, Levallois-Perret, France). La dosimétrie physique grâce à 
des dosimètres à poudre d’alumine a confirmé une dose en zone d’entrée et de sortie 
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respectivement de 50 Gy et 18 Gy (Cf. Figure 1, Article 1) ; (Comité d’éthique de l’IRBA : 
N°2008/24.0) 
Un mois avant l’irradiation, une exérèse du tissu adipeux (TA) abdominal a été 
réalisée chirurgicalement. L’isolation et l’expansion des ASC du TA ont été effectuées selon 
le protocole décrit dans (Forcheron et al, 2012) et un phénotypage a été réalisé (Forcheron et 
al, 2012) en concordance avec les critères de l’ISCT (Dominici et al, 2006). 
Un protocole d’injections précoces des ASC (50.10.6 cellules par injection) autologues ou 
allogéniques a été réalisé sur ces animaux (Groupe témoin (injection de PBS), n=8, Groupe 
ASC autologues n=5 ; groupe ASC allogéniques n=5). Les injections d’ASC ont été 
réalisées localement en zone irradiée à raison de 50 points d’injection de 1.106 de cellules 
par point. Comme décrit dans la figure 21, ces injections ont été effectuées post-irradiation à 
24 jours +/- 4 d’intervalle dont les deux premières, avant l’apparition des symptômes. 
 
 
Figure 21 : Protocole de préparation et d’injection d’ASC dans un modèle miniporc de syndrome 
cutané radio-induit. 
 
Les ASC ont été prélevées et mises en culture 1mois avant l’irradiation locale des miniporcs à 50 Gy. Quatre 
injections de 50.106 ASC autologues, allogéniques ou de PBS ont été réalisées à J25, J46, J76, J95 post-
irradiation. 
 
 
 
Pour étudier l’évolution clinique des animaux, un score clinique a été élaboré. Le 
score initial a été arbitrairement fixé à dix. A l’apparition d’un symptôme, des points étaient 
soustraits et réajoutés à la disparition de celui-ci. Ce score prenait en compte les symptômes 
spécifiques du SCR : l’apparition d’un érythème, d’un œdème sous cutané, d’une 
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desquamation sèche et humide, d’une croûte ou d’une nécrose. L’évolution de la douleur, le 
comportement et la prise alimentaire était également pris en compte dans ce score clinique.  
 
Cette étude préclinique a montré chez les animaux témoins (véhicule acellulaire : 
PBS 1X) une évolution similaire aux symptômes décrits chez l’Homme après une irradiation 
locale à forte dose (Hopewell, 1990). Vingt-quatre heures après irradiation, les animaux ont 
présenté un érythème associé à une hyperthermie cutanée transitoire non douloureuse. 
Jusqu’à sept semaines après irradiation, une persistance de l’intégralité des couches 
supérieures de l’épiderme a été observée révélant une évolution clinique tardive du SCR 
dans notre modèle. Dès la 8ème semaine post-irradiation, une desquamation humide s’est 
développée, évoluant en quelques jours (57+/-2 jours post-irradiation) vers la formation 
d’une croûte en zone d’entrée. En zone de sortie, une tache pourpre, symptôme 
classiquement observé sur ce modèle de brûlure radiologique et correspondant à un trouble 
de la vascularisation locale, est apparue. 
Le score clinique a significativement diminué de 4.4 ± 2,3 points (p<0,001) entre la 7ème et 
la 10ème semaine suivant l’exposition. Une nécrose extensiv à partir de la 13ème semaine, 
associée à une douleur locale intense, partiellement soulagée par dérivés morphiniques, s’est 
développée à la fois au niveau des zones d’entrée et de sortie des rayonnements (score 
clinique : 2,5 ± 1,6). Le point final de l’étude, déterminé auprès du comité d’éthique comme 
une nécrose douloureuse résistante aux antalgiques morphiniques, a été atteint à la 17ème 
semaine post-irradiation. Un score clinique final de 1,4 ± 1,67 a été calculé pour ces 
animaux témoins. (Cf. Figure 2, Article 1) 
 
La comparaison de l’évolution clinique du SCR des anim ux irradiés témoins versus 
irradiés autogreffés a permis de mettre en évidence u e diminution significative du score 
clinique durant les quatre premières semaines post-irradiation (Cf Figure 2, Article 1). 
Quatre jours après la 1ère greffe, le score clinique des animaux autogreffés et témoins était 
respectivement de 6,8+/-2.2 et 9.1+-/1.3. Cette différence s’explique cliniquement par 
l’apparition de douleurs post-greffe, soulagées par le traitement antalgique. Entre la 2nde et la 
3ème greffe, il a également été observé la formation d’une croûte en zone d’entrée plus 
précocement chez les animaux greffés en comparaison du groupe témoin associée à une 
diminution du score clinique (5,6 ± 3,5, p<0,049 à la 7ème semaine). Avant la 3ème greffe, les 
scores cliniques des animaux témoins et des animaux greffés par des ASC autologues étaient 
identiques, mais dès la 11ème semaine post irradiation une amélioration a été observée chez 
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les miniporcs autogreffés. Pour quatre de ces cinq miniporcs, à J130 ± 28 post-irradiation 
une cicatrisation complète de la lésion a été constatée. Celle-ci était associée à un arrêt 
complet du traitement antalgique pour deux des cinq a imaux. Le score clinique final 
calculé chez les animaux irradiés recevant des greffes d’ASC autologues est de 5,8 ± 3,19. 
Les autogreffes itératives d’ASC locales après irrad ation améliorent donc significativement 
le score clinique d’un facteur 4 (p<0.007) par rapport aux animaux irradiés non greffés. 
Cette étude révèle un effet bénéfique du traitement par les ASC autologues sur le SCR (Cf. 
Figure 2, Article 1).  
 
Au sein du groupe des animaux irradiés recevant des gr ffes d’ASC allogéniques, 
l’évolution clinique globale du SCR a présenté une similitude avec celle des animaux 
témoins (Cf. Figure 2, Article 1). Une détérioration clinique régulière a été observé  jusqu’à 
la 14ème semaine, associée à un score clinique similaire pour les deux groupes d’animaux 
jusqu’à la fin de l’étude (p=2,5 ; NS). Les miniporcs irradiés allogreffés ont présenté comme 
les témoins une dépilation associée à la formation d’u e croûte en zone d’entrée et un défaut 
de vascularisation en zone de sortie. Les lésions ot évolué vers une radionécrose 
persistante, aboutissant à un score final de 2,4. Ces symptômes étaient associés à une 
douleur intense, non soulagée par les dérivés morphiniques, qui a fixé le point final de 
l’étude entre J97 et J147 en fonction de l’état des miniporcs (Cf Figure 2, Article 1). Les 
allogreffes itératives d’ASC locales après irradiation ne limitent pas la progression du SCR, 
cependant aucun effet iatrogène n’a été constaté.  
 
L’ensemble de ces travaux montre que, si l’injection d’ASC autologues favorise la 
cicatrisation, cet effet n’est pas retrouvé en contexte allogénique dans nos conditions 
expérimentales. Des travaux complémentaires devront être réalisés pour établir 
définitivement la pertinence de cette approche et l’intérêt de la constitution de banques pour 
le traitement du SCR. 
 
Ce travail est décrit dans l’article qui suit : 
Application of adipocyte derived stem cells in treatment of cutaneous radiation 
syndrome. 
Riccobono Diane; ForcheronFabien; Scherthan Harry; Agay Diane; Vivier Mylène ; 
Ballester Bruno ; Meineke Viktor; Drouet Michel. 
Health Physics 2012; Aug 103: 120-6 
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AbstractVCutaneous radiation syndrome  caused by local high 
dose irradiation is characterized by delayed outcome and  in- 
complete healing. Recent therapeutic management of acciden- 
tally irradiated burn patients has suggested the benefit of local
cellular therapy using mesenchymal stem cell grafting. According 
to the proposed  strategy of early treatment, large amounts  of 
stem cells would be necessary in the days following exposure and 
hospitalization, which would require allogeneic stem cells banking. 
In this context, the authors  compared  the benefit  of local au- 
tologous and  allogeneic adipocyte-derived  stem cell injection 
in a large animal model. Minipigs were locally irradiated using 
a 60Co gamma source at a dose of 50 Gy and divided into three 
groups.  Two groups were grafted with autologous  (n = 5) or 
allogeneic (n = 5) adipocyte-derived stem cells four times after 
the radiation exposure, whereas the control group received the 
vehicle without  cells (n = 8). A clinical score was elaborated 
to compare  the efficiency of the three tr atments. All controls 
exhibited  local inflammatory injuries  leading  to a persistent 
painful necrosis, thus mimicking the clinical evolution in human 
victims. In the autologous adipocyte-derived stem cells group, 
skin healing without  necrosis or uncontrollable pain  was ob- 
served. In contrast,  the clinical outcome was not significantly 
different in the adipocyte-derived  stem cell allogeneic group 
when compared with controls. This study suggests that  utol- 
ogous adipocyte-derived stem cell grafting improves cutaneous 
radiation syndrome wound healing, whereas allogeneic adipo- 
cyte derived  stem cells do not. Further studies  will establi sh 
whether manipulation of allogeneic stem cells will improve their 
therapeutic potential. 
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11, 80937 Mü nchen, Germany. 
The authors declare no conflict of interest. 
For  correspondence  contact:  Diane  Riccobono,  Département 
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INTRODUCTION 
 
THE  SKIN   is a complex radiosensitive organ that is fre- 
quently irradiated in an accidental or therapeutic context 
(Hopewell 1990; Peter 1996). The wound evolution in 
ionizing radiation (IR) exposed skin results from its phys- 
ical barrier role, differentiation program, and immuno- 
logic and thermoregulation functions, and it is unique for 
this tissue. Exposure to a high irradiation dose (9 20Gy) 
induces the Cutaneous Radiation Syndrome (CRS). This 
syndrome is clinically characterized by a delayed clinical 
outcome and diagnosis. CRS is characterized by an early 
erythema followed by hair loss and dry, then wet des- 
quamation several weeks later. It is associated with re- 
current and extensive inflammatory processes leading to 
irreversible necrotic waves and  followed by  a  poorly 
spontaneous revascularization and  incomplete healing 
(Lefaix and Delanian 2005; Drouet et al. 2011). CRS 
treatment remains complex: Following the evaluation of 
irradiated area extension and excision of the exposed 
necrotic skin and subcutaneous tissues, a transient ki  
flap is associated with autologous skin graft (Lefaix and 
Delanian 2005; Agay et al. 2010). 
Mesenchymal stem cells (MSCs) may represent a ew 
therapeutic approach in this context, as bone marrow- 
MSCs (BM-MSCs) have been shown to enhance wound 
healing (Wu et al. 2007). However, the mechanisms in- 
volved are still poorly understood (Chen et al. 2008). 
Experiments from different groups indicate that BM- 
MSCs secrete numerous cytokines and chemokines well 
known to be important to stimulate and achieve wound 
healing, such as vascular endothelial growth factor alpha 
(VEGF alpha), epidermal growth factor-alpha (EGF alpha), 
insulin growth factor-1 (IGF1), keratinocyte growth factor 
(KGF), angiopoietin-1 (Ang1), stromal derived factor-1 
(SDF1), macrophage inflammatory protein-1 alpha and 
beta (MIP1 alpha and beta), and erythropoietin in greater 
amounts than dermal fibroblasts (Estrada et al. 2009). 
Based on these experiments, local injection of BM-MSCs 
and skin surgery have been performed in a few cases 
of accidental CRS (Lataillade et al. 2007). Moreover,
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ABSTRACT 
Cutaneous radiation syndrome caused by local high dose irradiation is characterized by 
delayed outcome and incomplete healing. Recent therapeutic management of accidentally 
irradiated burn patients has suggested the benefit of local cellular therapy using 
mesenchymal stem cells grafting. According to the proposed strategy of early treatment, 
large amounts of stem cells would be necessary in the days following exposure and 
hospitalization, which would require allogeneic stem cells banking. In this context, we 
compared in a large animal model the benefit of local autologous and allogeneic adipocyte-
derived stem cell injection.  
Minipigs were locally irradiated using a 60Co gamma source at the dose of 50 Gy and 
divided in three groups. Two groups were grafted with autologous (n=5) or allogeneic (n=5) 
adipocyte derived stem cells four times after the radiation exposure whereas the control 
group received the vehicle without cells (n=8). A clinical score was elaborated to compare 
the efficiency of the three treatments. 
All controls exhibited local inflammatory injuries leading to a persistent painful necrosis 
thus mimicking the clinical evolution in human victims. In the autologous adipocyte-derived 
stem cells group, skin healing without necrosis or uncontrollable pain was observed. In 
contrast, the clinical outcome was not significantly different in the adipocyte-derived stem 
cell allogeneic group when compared with controls.  
This study suggests that autologous adipocyte-derived stem cell grafting improves 
cutaneous radiation syndrome wound healing whereas allogeneic adipocyte derived stem 
cells do not. Further studies will establish whether manipulation of allogeneic stem cells 
will improve their therapeutic potential. 
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INTRODUCTION 
The skin is a complex radiosensitive organ that is frequently irradiated in accidental 
or therapeutic context (Hopewell 1990; Peter 1996). The wound evolution in ionizing 
radiation (IR) exposed skin results from its physical barrier role, differentiation program 
and its immunologic and thermoregulation functions, and is unique for this tissue. 
Exposure to a high irradiation dose (> 20Gy) induces the Cutaneous Radiation Syndrome 
(CRS). This syndrome is clinically characterised by a delayed clinical outcome and diagnosis. 
CRS is characterized by an early erythema, followed by hair loss, dry, then wet 
desquamation several weeks later. It is associated with recurrent and extensive 
inflammatory processes leading to irreversible necrotic waves and followed by a poorly 
spontaneous revascularization and an incomplete healing (Lefaix and Delanian 2005; 
Drouet et al. 2011). CRS treatment remains complex: following the evaluation of irradiated 
area extension and excision of the exposed necrotic skin and subcutaneous tissues, a 
transient skin flap is associated with autologous skin graft (Lefaix and Delanian 2005; Agay 
et al. 2010). 
Mesenchymal Stem Cells (MSCs) may represent a new therapeutic approach in this 
context as Bone Marrow-MSCs (BM-MSCs) have been shown to enhance wound healing 
(Wu et al. 2007). However, the mechanisms involved are still poorly understood (Chen et 
al. 2008) but experiments from different groups indicate that BM-MSCs secrete numerous 
cytokines and chemokines well known to be important to stimulate and achieve wound 
healing, such as Vascular Endothelial Growth Factor alpha (VEGF alpha), Epidermal Growth 
Factor-alpha (EGF alpha), Insulin Growth Factor-1 (IGF1), Keratinocyte Growth Factor (KGF), 
Angiopoietin-1 (Ang1), Stromal derived factor-1 (SDF1), Macrophage Inflammatory Protein-
1 alpha and beta (MIP1 alpha and beta), and erythropoietin in greater amounts than 
dermal fibroblasts (Estrada et al. 2009). Based on these experiments, BM-MSCs local 
injection and skin surgery have performed in a few cases of accidental CRS (Lataillade et 
al. 2007). Moreover, Adipocyte-derived Stem Cells (ASCs) located in adult fat tissues may 
represent an alternative multipotent stem cell source in adult. ASCs have an equal 
potential as BM-MSCs to differentiate into cells and tissues of mesodermal origin, such as 
adipocytes, cartilage, bone, and skeletal muscle (Schaffler and Buchler 2007). As BM-MSCs, 
ASCs secrete angiogenesis-related cytokines, such as VEGF alpha and anti-apoptotic 
factors, which might be suitable for regenerative cell therapy (Rehman et al. 2004; 
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Nakagami et al. 2006). Moreover, the easiness of access (iterative if required) to 
subcutaneous adipose tissue and the simplicity of isolation procedures provide a clear 
advantage (Gimble et al. 2007). 
Nowadays, the autologous MSCs strategy for CRS treatment is hampered by the 
delay induced by cell culture, which is aggravated by the fact that CRS diagnosis is 
frequently delayed many weeks after accidental IR exposure. In this context the 
development of allogeneic MSCs cell banks may represent an interesting approach and 
may be required to develop an early cell therapy strategy; indeed stem cell collection from 
unirradiated area early after accidental irradiation in order to rapidly produce a graft of 
clinical size appears more problematic than harvesting cells in radiotherapy patients (Akita 
et al. 2010). 
Our group has recently proposed a new minipig model of stem cell therapy to treat 
CRS (Agay et al. 2010). Using this model, we are now evaluating the therapeutic potential 
of allogeneic ASCs. We present here the first results of clinical score testing. Globally the 
animals grafted with allogeneic ASCs exhibited a very low clinical score when compared 
with autologously grafted animals, which suggests the limit of allogeneic multipotent stem 
cells use and banking strategy. 
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MATERIALS AND METHODS 
The animal trials of this study were approved by the French Army Animal Ethics 
Committee (N°2008/24.0). All minipigs were treated in compliance with the European 
legislation related to animal care and protection in order to minimize pain for the animals. 
Eighteen female Göttingen Minipigs weighing about 20 kg were purchased from Ellegaard 
(Dalmose, Denmark) and housed in individual pen (21±1°C, 55% relative humidity, 12h/12h 
light-dark schedule) where they received solid food twice a day and had access to water ad 
libitum. 
 
 
Cell cultures 
ASCs were isolated from subcutaneous fat tissues harvested on minipigs one month before 
irradiation. After mincing with scalpels and incubation with collagenase II, fat tissue was 
centrifuged and isolated cells were seeded in 150 cm² culture flask. Cells were cultured in 
minimum essential medium (MEMα) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, New Mexico, 
US) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) (HyClone part of Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, Massachussetts, US) and basic fibroblast growth factor (2ng.mL-1) at 
37°C in air with 5% CO2 during six weeks (two or three passages [P]). P2/P3 cells were 
considered as a pure population of ASCs. Before freezing ASCs were characterized using 
flow cytometry (BD LSRII, BD Biosciences, Pont de Claix, France) and were defined as 
CD90+, CD44+, CD45- and CD31- cells; multipotency was controlled using differentiation 
assays. For cell storage, ASCs were freezed in Iscove Modified Dulbecco’s Medium (IMDM: 
15% FCS and 10% DMSO) according to a multi-step protocol (1h at -20°C, overnight at -80°C 
then store in liquid nitrogen). Cells were thawed at 37°C before spinning, in 30 mL of IMDM 
(30% FCS), at 180g during 7 min. Before each graft, ASCs viability was assessed by blue 
trypan coloration. The viability of injected cells was 86.9% ± 4.8%. 
 
 
Experimental irradiation 
Minipigs were irradiated as previously described (Agay et al. 2010). Briefly, after sedation 
(azaperone, 50mg.kg-1 intramuscularly) and fixed anaesthesia (tiletamine and zolazepam, 
6mg.kg-1 intramuscularly), animals were kept under volatile anaesthesia (1.5% isoflurane in 
  
117 
 
oxygen) for irradiation. The skin exposure was realized orthogonally to a horizontal and 
homogeneous gamma beam (60Co source IRDI 4000; Alstom, Levallois-Perret, France), to 
reach a dose of 50.6 ± 4.1Gy at the surface of the skin of the entry area, controlled by 
thermoluminescent dosimeters with alumina powder, with a dose rate of 0.6 Gy·min−1 
(Fig. 1). Lead screens were used to limit the radiation field to the lumbar cutaneous and 
muscular area and to prevent injury of vital abdominal organs.  
 
ASCs engraftment in irradiated minipigs 
After local gamma exposure, the eighteen minipigs were randomly divided in three groups: 
autologous ASC-grafted minipigs (group 1; n=5), allogeneic ASC-grafted minipigs (group 2; 
n=5) and control phosphate buffer saline (PBS) injected animals (group 3; n=8). All minipigs 
were injected via intradermal route, four times during a three months period following 
irradiation (at the border or inside the irradiated area; entrance and exit zones). The dates 
of injection were planned on days 25, 46 (before the onset of clinical symptoms), 76 and 95 
after irradiation, to allow grafting of a total of about 200x106 ASCs [50x106 ASCs each time 
corresponding to 32x106 ASCs in the entry area (1x106 ASCs every cm²) and to 18x106 ASCs 
evenly distributed in the less irradiated exit area]. Each allogeneic ASC sample was a mix 
from two other animals.   
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Clinical follow-up 
During the follow-up period, the minipigs received a clinical observation three times a 
week in order to establish a clinical score including all pathological signs and pain 
evaluation. The initial score of healthy skin was 10, and a negative or a positive point was 
recorded for each clinical sign. A negative point was recorded for each sign as erythema, 
subcutaneous oedema, induration, formation of a purple spot corresponding to circulatory 
trouble, dry skin desquamation, wet peeling, partial or complete crust over the irradiated 
surface (from -1 to -3 points according to the spread), signs of necrosis (-2 points). To 
establish whether or not analgesics were needed, a veterinary examination was performed 
every day with evaluation of the overall condition of the animal based on drink and food 
intakes and behaviour, on local examination and palpation of the lesions and on 
assessment of analgesic treatment efficiency. Additive negative points were local 
sensitivity, spontaneous pain without contact solicitation, pain resistance to major 
analgesics (Fentanyl 50 µg.h-1, Durogesic 8.4 mg.21 cm-2, Janssen-Cilag, France). A 
positive point was recorded for the vanishing of previously described signs, for pain relief, 
for particularly well being, and for the complete healing of radio-induced burn injuries with 
re-epidermalization of the wound surface. Ultimately, the final point of the experiment was 
defined as extensive skin necrosis or complete healing, and then the minipigs were 
euthanized. 
 
 
Statistical analysis 
Due to ethical guidelines recommendation for painful experimental researches performed 
in higher mammals’ models, the cohorts were limited to the minimal size compatible with 
non parametric statistical analysis. For the clinical study, the three animal groups were 
compared two to two using the non parametric Mann-Whitney rank sum test (Sigmastat 
Software). In each group, the comparisons to the initial value were performed using a 
Wilcoxon signed rank test for paired samples analysis. A p value <0.05 was considered 
significant. 
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RESULTS 
Clinical evolution in controls 
As expected from the literature, all the controls exhibit a similar evolution, typical of the 
CRS (Archambeau et al. 1984; Hopewell 1990). A superficial skin hyperthermia associated 
with a transient reddening of the exposed area appeared as soon as the day after 
irradiation. The clinical evolution in the group was slow during the first four weeks with a 
clinical score decreasing from 10 to 9.1±0.99 (p=0.41) one week after the first PBS-
treatment on day 25. Six weeks after exposure a progressive hair loss was noticed, leading 
to a complete alopecia within 15 days. On about day 50, one week after the second PBS-
treatment, the clinical score decreased to 7.5±1.4 (p=0.002): a cold purple spot due to 
vascular failure appeared in the exit area. At the same time an extensive centrifugal moist 
skin desquamation developed over the entry area, resulting in a thick scab few days later. 
Between the 7th and 10th week post irradiation, the clinical score strongly decreased to 
3.1±2.3 (p<0.001) due to a worsening of the initial symptoms. Finally, the skin wounds 
progressively display extensive skin necrosis from day 91 onwards (clinical score 2.5±1.6, 
p<0.001), in both entry and exit area. These clinical symptoms were associated with local 
intensive pain that required morphine-based products. This evolution led to a final clinical 
score of 1.4±1.67 (p<0.001) and determined the end-point of the study on day 119 to 124, 
depending on the minipigs state (Fig 2).  
 
 
Autologous ASC-grafting enhanced clinical skin repair 
In all grafted minipigs, each ASC injection in the irradiated area induced a transient and 
painful localized inflammation for several days, restricted to the grafted area, and this 
reaction was more severe than what we previously observed after BM-MSCs injections 
(Agay et al. 2010). Due to the graft-induced inflammation, the decrease of the clinical score 
was faster in the autologous ASC-grafted minipigs than in controls during the first four 
weeks, with a clinical score reaching 6.8 one week after the first treatment versus 9.1 in 
controls. Moreover, this score was even further reduced after the second graft (5.6±3.5, 
p=0.049) due to the development of thin scab lesions on the entry area, which appeared 
significantly earlier than in controls (day 42 ±6 versus day 70 ±15, p=0.003). In the exit 
area, the cold purple wound developed at the same time than in non-grafted controls. The 
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radio-induced wounds also required an earlier analgesic treatment in autologous grafted 
animals than in controls (day 81 versus day 89). However the clinical score calculated just 
after the third treatment was similar in autologous ASC-grafted minipigs and in controls. 
After this 10th week post irradiation, a real difference was noted between the evolution of 
controls and autologous ASC-grafted pigs. Wound healing was observed in four out of five 
ASC-grafted animals at days 130 ±28 (range days 106 to 160). Healing was complete in two 
pigs, while it never occurred in controls, and persisted for more than 18 months post 
exposure for one pig during long term follow up. In addition, the analgesic treatment could 
be dismissed after 6 weeks in one of these two animals and was not required at all in the 
other one. In the end, the final clinical score of autologous ASC-grafted animals was 
significantly improved compare to the control group (5.8±3.19 and 1.4±1.68, respectively; 
p=0.007) (Fig 2).  
  
121 
 
Clinical evolution in allogeneic ASC-grafted animal  
In the allogeneic ASC engraftment group a regular clinical deterioration was observed until 
the 14th week after irradiation, and the clinical score after the last treatment was also the 
same (2.5, non significant difference versus controls), reaching 2.4 at the end of the study 
(p=0.002 versus initial score of 10). Locally, the evolution of skin wound was very similar to 
the control group, and allogeneic ASC-grafted pigs likewise developed a persistent necrosis 
on the entry area at the end of the study, which was associated with an intensive pain. 
Allogeneic ASC engraftment did not significantly improve wound healing after local 
irradiation compared to non-grafted controls. This clinical evolution led to a final score of 
2.4 and determined the end-point of the study on day 97 to 147, depending on the 
minipig’s state (Fig 2). 
 
 
 
 
DISCUSSION  
For CRS support, ASC-grafting may represent a new strategy, because adipose-
derived stem cells can be very easily and with little impact harvested from patients. ASCs 
secrete many paracrine factors such as pro-angiogenic and anti-apoptotic factors (Rehman 
et al. 2004; Ebrahimian et al. 2009) contributing to skin regeneration (Zuk 2010). 
Furthermore, autologous ASCs have been shown to favour wound healing in a mouse 
model of radiation burn (Ebrahimian et al. 2009). Using a minipig model, which is close to 
human with respect to skin histology and vascular morphology of the dermis (Van den 
Aardweg et al. 1990; Swindle and Smith 1998; Vodicka et al.2005; Mahl et al. 2006), our 
group is currently evaluating the therapeutic potential of allogeneic ASCs in comparison 
with autologous grafts. 
Here, we reported that autologous ASCs improved healing of radiation wounds, 
since severe necrosis that characterized the irreversible final state in the PBS control group 
was not observed. A transient increase of inflammation during local ASCs injection was 
observed and may be related to ASCs properties or to the early injection schedule. 
However, the local transient inflammation did not appear to be detrimental as the clinical 
  
122 
 
scoring showed both an ultimate improvement of skin repair and pain decrease. The 
therapeutic efficacy of stem cells transplantation is reflecting observations from BM-MSCs 
that have been demonstrated to favour skin repair through mechanisms of differentiation 
and/or release of paracrine factors (Wu et al. 2007). 
Nevertheless, in this model, ASCs were harvested one month before irradiation in 
order to be able to graft cells before day 30. Thus, we tested the efficacy of autologous 
ASCs not exposed or modified by radio-induced systemic reactions. However, following 
accidental irradiations, ASCs would be harvested after the radiological exposure, preferable 
from non-exposed or low dose exposed regions. In practical this would raise difficulties as 
after accidental exposure local dosimetry is complex and specification of underexposed 
areas remains imperfect. Therefore preventive stem cells banking could represent a 
valuable strategy for nuclear power plant workers for example. However it can be pointed 
out that strategies of autologous stem cell banking are still highly controversial (Fukushima 
recent accident). So, in one hand, cell culture protocols should be optimized to graft auto-
ASCs as soon as possible after an accidental exposure (Akita et al. 2010). On the other 
hand, early grafting in the days following irradiation could be highly efficient, which would 
require large amounts of ASCs, only feasible in an allogeneic context. In case of mass 
casualties, allogeneic stem cells grafting represents a realistic strategy which would avoid 
the pitfalls of a large autologous stem cell harvest in a hurry.  This way, very precocious 
ASCs injections from cell banks could allow a prompt treatment of Acute Radiation 
Syndrome, especially CRS. Provided that experimental studies are positive, the early 
grafting of such cells could avoid the deleterious evolution of irradiated tissues towards 
inflammation and necrosis, while awaiting the autologous grafts production. Moreover, in 
the worst cases in which localized exposure is associated with a heterogeneous irradiation 
pattern precluding ASCs collection from unirradiated territories, the allograft approach 
would be the only feasible. Interestingly, previous freezing studies have shown that BM-
MSC senescence appeared earlier than for ASCs so that safety concern reduces the passage 
numbers for MSCs when compared with ASCs (Vidal et al. 2011). 
In this study, we compared the respective benefit of allogeneic and autologous ASC 
grafting in our minipig model. Clinical score after allogeneic ASC-grafting decreased 
constantly and ultimate evolution did not differ from PBS-treated animals with irreversible 
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necrosis accounting for similar clinical score. These preliminary results differ from those of 
other studies testing MSCs suitability for muscle or bone repair. This discrepancy could be 
related to the stem cell source or, alternatively, to the irradiation context. Indeed, MSCs 
are immunologically characterised by the lack of HLA II expression (Cui et al. 2007) and 
have been shown to reduce T-cell activation and pro-inflammatory cytokine production 
through prostaglandin E2 secretion (Najar et al. 2010; Yanez et al. 2010). These properties 
have been used in experiments of allogeneic MCS engraftment after injuries in cardiac 
muscle (Vassalli and Moccetti 2011), in skeletal muscles (Gimble et al. 2011) and in bone 
(Zhu et al. 2011), highlighting the absence of immune rejection and the graft efficacy.  
The reasons why allogeneic ASCs failed here to significantly improve wound healing 
when compared with autologous ASCs is unclear. Based on their well-established low 
immunogenicity and at least transient engraftment capacity in other tissues, some effects 
were expected. The graft schedule may have not been optimal and treatments from the 
first week will be tested in the future. Alternatively higher amounts of allogeneic cells may 
be required and grafts >200x106 cells will also be evaluated. Globally as MSCs wound 
healing capacity is suspected to be strongly related to immune cell mitigation, the 
paracrine activity of the two respective cell populations need to be compared in term of 
inflammation markers and transcriptome profile in skin and blood.   
 
 
 
CONCLUSIONS 
Our group has recently reported the benefit of local iterative injections of 
autologous MCSs to favour wound healing and mitigate CRS in a localised irradiation 
minipig model (Agay et al 2010). These experiments, performed in the same model, 
completed these results and showed the real benefit, in CRS healing, of the iterative graft 
of autologous ASCs. These stem cells, more abundant and easier to harvest than BM-MSCs, 
may represent useful therapeutic tools in the future. Moreover the banking of allogeneic 
ASCs (especially to cope with mass casualties scenario) has been discussed for some years 
by experts. In particular such a strategy would be very useful to treat patients exhibiting 
heterogeneous irradiation patterns. However experimental data are still lacking to 
demonstrate the therapeutic efficacy of allogeneic cells. In clinic only autologous cells have 
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been used yet to our knowledge in accidental irradiations. Here, although further studies 
are required to definitely state, we show that autologous and allogeneic ASCs did not 
exhibit similar wound healing potential. Meanwhile the MSCs/ASCs engraftment processes 
and mechanisms of action have to be more importantly documented including links with 
angiogenesis, cell proliferation or extra cellular matrix deposition. As MCSs have been 
reported to enhance angiogenesis of muscle cells and growth factors production (Lee 
2010), the capacity of MSCs to mitigate radiation-induced fibrosis and rhabdomyolysis 
should be explored. These studies are necessary to optimize graft efficacy which could be 
obtained in the future via ex vivo manipulation of MSCs. In particular, the improvement of 
the homing capacity and the enrichment of the secretome i.e. transient gene therapy, 
represent promising perspectives. 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1: Outline of the experimental irradiation scheme. 
 
Figure 2: Evolution of the clinical score after irradiation in ASC grafted animals and non 
grafted controls. The scores calculated as explained in Materials and Methods are shown as 
mean and SEM. 
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II)  ETUDE TRANSCIPTOMIQUE DE PRELEVEMENTS 
CUTANES IRRADIES   
 
 
L’étude in vivo comparant l’effet des injections d’ASC autologues et allogéniques a 
mis en évidence une évolution clinique des animaux très différente, avec le développement 
d’une nécrose irréversible chez les animaux allogreffés et un score clinique final proche de 
celui des animaux témoins. 
Dans ce contexte, une étude du transcriptome des tissus irradiés traités a été effectuée par 
micro-array pour tenter de mettre en évidence les voies biologiques dont l’activation varie 
en fonction du traitement réalisé. 
 
 
 
II.A)  Matériels et méthodes 
II.A.1)  Biopsies cutanées 
 
Lors du travail expérimental précédemment décrit, des biopsies cutanées ont été 
effectuées sur les miniporcs. Ces prélèvements ont été réalisés avant irradiation, puis juste 
avant chacune des trois premières greffes (J25, J46 et J76 post-irradiation). 
Les actes chirurgicaux invasifs lors d’un syndrome cutané radio-induit exposent au risque 
de poussées inflammatoires extensives. Dans ce contxte, les biopsies (actes chirurgicaux 
mineurs), ont été réalisées sur de petites surfaces (4 mm de diamètre) pour minimiser ce 
risque, à l’aide de pinces à biopsie (Robbins Instruments Inc, Chatham, USA), et 
uniquement sur quatre animaux témoins, deux miniporcs ayant reçu des ASC autologues et 
deux miniporcs ayant reçu des ASC allogéniques. 
Après le prélèvement, les biopsies ont immédiatement été déposées dans 700µl de RNA 
Later (Qiagen, Courtaboeuf, France) et conservées à -20°C. 
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II.A.2)  Extraction des ARNm 
 
Dans chaque échantillon, 300µl de Qiazol (Qiagen, Courtaboeuf, France) ont été 
ajoutés aux échantillons décongelés à 4°C pour obtenir un volume final de 1ml. Deux 
billes de tungstène stériles ont été déposées dans chaque échantillon et l’extrait tissulaire a 
été broyé pendant deux minutes à une fréquence 30Hzdans un broyeur à billes (Retsch, 
Dusseldorf, Allemagne). Les billes ont ensuite été retirées avec une pince stérile et les 
échantillons ont été transférés dans des tubes de 1,5 ml (eppendorf®, Le Pecq, France). 
Dans chacun des tubes, 200 µl de chloroforme ont été ajoutés et les tubes ont été 
vigoureusement retournés (5 à 10 fois puis mis au repos pendant 5 min). A l’issue, les 
échantillons ont été centrifugés pendant 15 min à 4°C et 12000g. 
Après centrifugation, une extraction des ARN totaux  été effectuée à partir du surnageant 
chargé dans un automate Qiacube (Qiagen, Courtaboeuf, France) en utilisant le RNeasy 
Lipid Tissue minikit (Qiagen, Courtaboeuf, France) s lon les instructions du fournisseur 
[10] ; (Annexe 3). Les ARN totaux, chargés négativement sont retenus sur une colonne de 
silice anionique puis élués. Un volume final de 50 µL a été obtenu pour chaque 
échantillon. La quantité d’ARN extraite a été déterminée en mesurant l’absorbance à 
260 nm des solutions à l’aide d’un spectrophotomètre (ND-1000 ; Labtech, Palaiseau, 
France) et leur pureté a été mesurée par les rapports 260/230 et 260/280 nm. L’intégrité des 
ARN a été évaluée par électrophorèse sur un BioAnalyser 2100 (Agilent Technologies, 
Santa Clara, USA) avec le kit Agilent RNA 6000 Nano Assay en suivant les instructions 
du fournisseur [11]. L’intégrité des ARN a été déterminée par le rapport ARN 28S/ ARN 
18S. 
 
 
II.A.3)  Préparation des échantillons pour l’analyse par micro-array 
 
La préparation des échantillons a été réalisée avec le kit Quick Amp Labelling One 
color (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) en suivant les instructions du fournisseur 
[12] ; (Annexe 4). Des ADNc double brin complémentaires des ARNm possédant un 
promoteur T7 RNA polymerase ont été synthétisés sous l’action de la MMLV-Rétro-
transcriptase. A partir de ces ADNc, des  ARNc marqués par de la Cyanine 3 ((Cy3), 
composé fluorescent se liant aux molécules de cytosine) ont été produits et amplifiés par 
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un facteur 100 par la polymérase T7. A l’issue, les ARNc marqués ont été purifiés avec le 
kit Qiagen Rneasy Mini (Qiagen, Courtaboeuf, France) par une procédure automatisée sur 
Qiacube (protocole : Rneasy Mini clean up V3) (Qiagen, Courtaboeuf, France) en suivant 
les instructions du fournisseur [13]. La quantité d’ARNc extraite a été déterminée en 
mesurant l’absorbance à 260 nm des solutions à l’aide d’un spectrophotomètre (ND-1000 ; 
Labtech, Palaiseau, France) et leur pureté a été mesuré  par les rapports 260/230 et 
260/280 nm. L’intégrité des ARN a été évaluée par électrophorèse sur BioAnalyser 2100 
avec le kit Agilent RNA 6000 Assay (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) en suivant 
les instructions du fournisseur. L’activité spécifique de chaque échantillon a également été 
calculée par le rapport : concentration de Cy3 en ρmol/µl (fluorescence/la quantité d’ARN 
en ng/µL). Les caractéristiques nécessaires pour qu’un échantillon puisse être analysé 
correspondaient à une quantité d’ARN marqué supérieure à 825ng et une activité 
spécifique de 8ρmol/µg minimum. Tous les échantillons ont pu être analysés. Les ARN 
marqués ont ensuite été fragmentés par lyse chimique suivant le protocole du kit Quick 
Amp Labelling One color afin de diminuer le risque de formation de structures secondaires 
et de faciliter l’hybridation sur les puces de micro-array. A l’issue, pour chaque 
échantillon, un volume correspondant à 0,8µg d’ARN marqué a été déposé sur des puces 
Porcine (V2 Gene Expression Microarray, 4x44K ; (Agilent Technologies, Santa Clara, 
USA)) et incubé pendant 17h à 65°C pour hybridation dans une station Tecan HS 
Pro (Tecan Group Ltd, Männedorf, Suisse). Les puces ont ensuite été lavées avec des 
solutions de force ionique décroissante pour éliminer les hybridations non spécifiques et 
analysées dans un Scanner SureScan Microarray Bundle (Agilent Technologies, Santa 
Clara, USA). L’acquisition des données a été réalise avec le logiciel Feature Extra 
Software (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). 
 
 
II.A.4)  Identification des sondes 
 
Les puces de micro-array utilisées ont été réalisées par le fournisseur à partir des 
séquences disponibles du génome de porc dans les bas s de données, qu’elles soient 
annotées ou non au moment de la fabrication. Les gènes différentiellement exprimés dont 
la séquence de la sonde n’était pas annotée ont été comparés à la séquence de gènes connus 
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en utilisant la base de données USCS Genome Browser as mbly, version sus scrofa 10.2 
[14] d’août 2011 pour être identifiés. 
 
 
II.A.5)  Analyse statistique 
 
L’analyse statistique a été effectuée avec le logiciel PathwayStudio (Elsevier, Issy 
les Moulineaux, France).  
Pour travailler sur un nombre de prélèvements statistiquement analysable, les échantillons 
d’un même porc, quel que soit le temps de prélèvement, ont été regroupés. 
Une classification hiérarchique a été réalisée sur les conditions expérimentales (animaux 
témoins, animaux recevant des injections d’ASC autologues ou allogéniques) et sur les 
différents gènes (entités) pour mettre en évidence les profils d’expression les plus proches, 
représentés sous forme de cluster. Un test paramétrique d’analyse de variance (ANOVA) à 
une voie et un post-test de Tukey ont ensuite été ralisés pour comparer le niveau 
d’expression des différents gènes deux à deux (corre tion de Bonferroni).  
Au vu des résultats cliniques qui ne montrent pas de différence significative entre le groupe 
témoin et le groupe des animaux ayant reçu des injections d’ASC allogéniques, la suite des 
analyses s’est concentrée sur les gènes dont l’expression était significativement différente 
entre les animaux autogreffés par rapport aux animaux témoins ou allogreffés. Le logiciel a 
recensé les différentes voies métaboliques dans lesquelles intervenaient chacun de ces 
gènes différentiellement exprimés et a mis en évidence celles dont le nombre et 
l’importance de la variation était significative par un test de Fischer. 
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II.B)  RÉSULTATS 
 
II.B.1)  Classification hiérarchiques et gènes sélectionnés 
 
La classification hiérarchique des gènes étudiés sur le  puces a révélé une variation 
d’expression des entités significativement moins importante entre les animaux recevant des 
ASC allogéniques et les animaux témoins par rapport aux animaux autogreffés (Figure 22). 
 
 
 
Figure 22 : Classification hiérarchique des gènes analysés par micro-array. 
 
Image fournie par le logiciel PathwayStudio (Elsevier, Issy les Moulineaux, France). 
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Par ailleurs, l’analyse statistique a révélé 2438 gènes dont l’expression variait 
significativement entre animaux autogreffés et animux allogreffés, 1221 gènes entre 
animaux autogreffés et animaux témoins et 2026 gènes entre animaux allogreffés et 
animaux témoins (Figure 23). 
 
Figure 23 : Analyse statistique des gènes différenti llement exprimés dans chacun des groupes 
étudiés. 
 
Les gènes exprimés de manière différentielle dans le groupe des animaux autogreffés, animaux allogreffés et 
animaux témoins ont été comparés par une analyse de variance à une voie (logiciel PathwayStudio (Elsevier, 
Issy les Moulineaux, France).) Image fournie par le logiciel PathwayStudio (Elsevier, Issy les Moulineaux, 
France). 
 
 
 
Les résultats cliniques précédemment décrits n’ont pas révélé de différence 
significative entre l’évolution des animaux témoins et celle des animaux recevant des 
greffes d’ASC allogéniques. Si l’on considère, pour les raisons indiquées ci-dessus, un 
regroupement des animaux témoins et allogreffés, le niveau d’expression varie 
significativement entre les animaux autogreffés et les animaux témoins/allogreffés pour 
1007 gènes (615+392). Nous avons restreint cette analyse aux gènes dont le facteur de 
variation (fold-change) était supérieur à 2 (c'est-à-dire pour lesquels la moyenne 
autogreffés sur allogreffés et autogreffés sur témoin était supérieure à 2 ou inférieur à 0,5) 
soit 741 gènes. A partir de ces 741 gènes, la séquence était annotée pour 149 d’entre eux 
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sur la puce de micro-array et 100 ont été identifiés par comparaison des séquences aux 
bases de données les plus récentes ce qui a permis de travailler sur 249 gènes annotés. 
 
 
II.B.2)  Voies métaboliques analysées 
 
Parmi ces 249 gènes la variation d’expression entre animaux autogreffés par 
rapport à animaux allogreffés ou animaux témoins pré entait le même profil de variation et 
5.3% de ces gènes seulement étaient sous exprimés chez les animaux autogreffés. 
L’analyse des voies métaboliques sur-représentées a mis en évidence six voies 
biologiques dans lesquelles les gènes différentiellement exprimés sont directement 
impliqués (Tableau V). 
 
Tableau V : Listes des voies métaboliques impliquant directement des gènes significativement 
surexprimés chez les animaux recevant des greffes d’ASC autologues. 
Liste des abréviations complètes dans l’annexe 5. 
 
Voie métabolique 
p-value 
(Test de Fischer) 
Nb de gènes dont 
l’expression varie 
Nom des gènes 
Régulation de l’apoptose 0.0170056 14 
NTRK2 
BMP15 
NODAL 
BMPR2 
IL1B 
AMH 
FANCE 
INHA 
BLM 
RIPK2 
RECQL4 
LINGO1 
IL17 
TRPV4 
Cycle de libération de 
l’Epinéphrine/Norépinéphrine  
0.0184969 2 
PNMT 
DBH 
Voie de signalisation 
ActivinR/BMPR -> SMAD1/5/9  
0.0260417 5 
AMH 
BMP15 
INHA 
BMPR2 
NODAL 
Voie de signalisation 
ActivinR -> SMAD2/3  
0.0464125 2 
INHA 
NODAL 
Mouvements basés sur 
l’ Actomyosin-Based  0.00262489 4 
ACTN2 
ACTA1 
MYH3 
ACTC1 
Assemblage des jonctions 
adhérentes 
0.00312950 4 
ACTN2 
ACTN1 
ACTA1 
ITGB1 
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L’analyse des voies métaboliques révèle que dans celles de SMAD 1/5/9 et 
SMAD 2/3 (condensation de Small body size et Mothers Against Decapentaplegic), tous 
les gènes différentiellement exprimées sont surexprimés et présents dans la voie de 
signalisation directe, favorisant l’activation des protéines SMAD (Figure 24). 
 
 
 
 
Figure 24 : Voie de signalisation de l’actinine R. 
 
A. Voie de signalisation de SMAD 1/4/5 via l’actinine R 
B. B. Voie de signalisation de SMAD 2/3 via l’actinine R 
           Gènes surexprimés dans ces voies métaboliques 
Images fournies par le logiciel PathwayStudio (Elsevier, Issy les Moulineaux, France). 
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Il en est de même pour la voie de libération de l’épin phrine et de la norépinéphrine 
(noradrénaline) (Figure 25) ainsi que pour la voie métabolique d’assemblage des jonctions 
focales et des mouvements basés sur l’actomyosine (F gure 26). 
 
Figure 25 : Voie de signalisation de 
libération de la norépinéphrine. 
 
               Gènes surexprimés dans cette voie 
métabolique 
 
Image fournie par le logiciel PathwayStudio 
(Elsevier, Issy les Moulineaux, France). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 26 : Voie de signalisation pour l’assemblage des jonctions focales et des mouvements 
basés sur l’actomyosine. 
 
A. Voie de signalisation d’assemblage des jonctions focales 
B. Voie de signalisation des mouvements basés sur l’actomyosine 
           Gènes surexprimés dans ces voies métaboliques 
Images fournies par le logiciel PathwayStudio (Elsevier, Issy les Moulineaux, France). 
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En revanche, concernant la voie de régulation de l’apoptose, seuls les gènes NTRK2 
(Neurotrophic Tyrosine Kinase Receptor type 2), IL1β (Interleukine 1β), BMP15 (Bone 
Morphogenic Protein 15), INHA (Inhibin Alpha), AMH (Anti-Mullarian Hormon), 
NODAL (Nodal growth differentiation factor ; famille des TGF), BMPR2 (Bone 
Morphogenic Protein Receptor 2; famille des récepteurs aux TNF), et LINGO1 (Leucin 
Rich repeat and Ig Domain containing 1; composant du récepteurs NOGO) sont 
surexprimés et directement impliqués dans cette voi métabolique (Figure 27). 
 
Figure 27 : Voie de signalisation de l’apoptose. 
 
           Gènes surexprimés directement impliqués dans cette voie métabolique 
            Gènes dont l’activité est modulée par des gènes surexprimés, non présents dans la voie directe de 
signalisation 
 
Image fournie par le logiciel PathwayStudio (Elsevier, Issy les Moulineaux, France). 
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Les autres gènes différentiellement exprimés sont surexprimés mais interviennent 
indirectement dans la voie de régulation de l’apoptose. L’IL17 module l’activité de NFκB 
(Nuclear Factor kappa béta) de même que RIPK2 (Receptor Interecting Serine -Threonine 
Kinase 2) qui active également la caspase 8. La protéine RECQL4 (RecQ Protein Like 4) 
et BLM (Bloom syndrome, RecQ helicase-like) une hélicase, sont respectivement 
impliquées dans la ségrégation des chromosomes et la réparation de l’ADN (Figure 27). 
 
 
 
 
 
 
 
L’analyse par le logiciel pathway studio a également mis en évidence des voies de 
signalisation différentiellement représentées pour lesquels les gènes surexprimés étaient 
impliqués uniquement de manière indirecte dans différentes voies métaboliques dont les 
principales sont : la régulation des jonctions GAP, la mélanogénèse, le métabolisme de la 
phénylalanine, les constituant de l’enveloppe nucléaire, la réparation des mismatch de 
l’ADN et les excisions de bases (Tableau VI). 
 
Tableau VI : Voies métaboliques dans lesquelles desgènes significativement surexprimés chez 
les animaux recevant des ASC autologues sont indirectement impliqués. 
Liste des abréviations complètes dans l’annexe 5. 
 
Voie métabolique p-value (Test de Fischer) 
Nombre de gènes dont 
l’expression varie 
Nom des gènes 
Régulation des jonctions-Gap  0.0261560 14 
GRH, GHRHR, CXCL12, 
OPRD1, RXFP4, DRD1, 
GALP, ADRA2B, PTPN7, 
FLT1, CCK, P2RY2, 
RASGRF1, FFAR1 
Mélanogénèse 0.0377956 11 
GHRHR, CXCL12, RXFP4, 
DRD1, GALP, ADRA2B, 
PTPN7, FLT1, CCK, DBH, 
TCF7L2 
Métabolisme de la Phénylalanine 
et de la Tyrosine  
0.00688951 3 DCT, PNMT, DBH 
Enveloppe Nucléaire  0.0242135 1 
ACTN2, AKAP1, ACTA1, 
CDK5R1, ACTC1 
Réparation de l’ADN: mismatch 
et excision de bases 
0.0320817 3 RECQL4, FANCE, BLM 
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On note enfin une surexpression isolée du gène de l’angiopoïétine 4 (ANG4) dans les 
tissus des animaux recevant des autogreffes. Son expression différentielle isolée n’a pas 
permis de mettre en évidence une voie métabolique sur-représentée mais ce gène est 
respectivement 2,1 et 3 fois plus exprimé dans les tissus des animaux traités par des ASC 
autologues que dans ceux des témoins et des animaux allogreffés. 
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III)  DISCUSSION 
 
 
Les études réalisées chez le miniporc ont permis d’évaluer la stratégie des banques de 
cellules souches. De façon intéressante ces travaux ont révélé que les injections d’ASC 
autologues, à raison de quatre injections de 50.106 cellules chacune à des temps précédant 
l’apparition des symptômes (J26 et J45) puis à J67 et J95, permettent une amélioration de 
la cicatrisation cutanée avec réépithélialisation de la zone lésée. 
Une réaction algique a été observée à l’issue de chaque injection, mais le traitement 
antalgique a cependant pu être arrêté entre six et dix semaines après irradiation. Ces 
douleurs étaient principalement liées à une réaction inflammatoire locale au niveau de la 
zone d’injection observable cliniquement. Cette phase pro-inflammatoire n’apparait pas 
délétère pour l’évolution cicatricielle, et semble même bénéfique. Elle n’a pas été observée 
chez les animaux témoins irradiés recevant des inject ons locales itératives de solution de 
PBS 1X, ce qui suggère que cette phase pro-inflammatoire ne résulte pas de micro-lésions 
induites par l’introduction d’aiguilles en différents points de la zone lésionnelle. En 
revanche, cette observation suggère que la zone lésé , très réactive, a répondu par une 
réaction de reconnaissance faisant intervenir un certain nombre de cellules telles que les 
monocytes, macrophages et lymphocytes ou des protéines du complément. La disparition 
rapide, dans les 24 heures, des signes inflammatoires et la détection des ASC autologues 
implantées quatre jours post-injections (Forcheron et al, 2012) suggèrent que nos cellules 
souches isolées du tissu adipeux ont été tolérées et non détruites par l’organisme receveur. 
De plus cette phase inflammatoire douloureuse est restée transitoire et de faible ampleur 
répondant au traitement par dérivés morphiniques. Ctte réaction inflammatoire semble, en 
fait, avoir favorisé la cicatrisation, le système immunitaire jouant un rôle primordial dans 
la détermination de la qualité de la réparation, tat sur le plan structural que fonctionnel 
(LeBert and Huttenlocher, 2014). Les propriétés immuno-modulatrices (Strioga et al, 
2012) des ASC ont pu favoriser la mise en place de l’équilibre des cytokines, des 
chimiokines et des facteurs de croissance jouant un rôle clé dans la régulation des fonctions 
cellulaires intervenant dans la réparation tissulaire, telles que la migration, la prolifération 
et la synthèse de matrice au cours du processus de l'inflammation. 
Contrairement aux animaux témoins irradiés, les anim ux recevant les ASC 
autologues ont présenté une cicatrisation sans développement de croûte ni de nécrose, 
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suggérant une bonne orchestration des différents processus impliqués dans la réparation 
tissulaire. 
 
A l’inverse, le traitement par des ASC allogéniques bien que réalisé selon le même 
protocole d’injection, les mêmes conditions de prépa ation, de congélation et de 
décongélation, n’a permis que de retarder l’apparition des symptômes. Les animaux ont 
évolué vers une symptomatologie clinique similaire à celle des animaux témoins avec 
notamment le développement d’une nécrose irréversibl  et douloureuse et n’ont pas 
présenté de bénéfice à terme. Comme pour les animaux recevant des ASC autologues, une 
phase inflammatoire transitoire a été observée à l’issue de chaque greffe suggérant que les 
acteurs cellulaires de la réaction immunitaire activés (monocytes, macrophages, cellules 
présentatrices d’antigènes) ont pu réagir à l’introduction de cellules allogéniques. La 
phagocytose des ASC allogéniques par les macrophages est une hypothèse pouvant 
expliquer le peu de bénéfice de ce type de traitement et pourrait être confirmée en 
marquant les ASC allogéniques avant injection.  
 
Au vu de ces résultats, ce travail in vivo a été complété par une étude du transcriptome 
des tissus irradiés traités. Cette analyse avait pour objectif d’analyser la différence de profil 
phénotypique entre les tissus des animaux autogreffés t ceux des animaux allogreffés ou 
témoins. Cette étude a permis de mettre en évidence différentes voies qui pourraient avoir 
été modulées par l’injection d’ASC autologues au sein du tissu cutané irradié. Une 
première évaluation globale a permis d’observer la surexpression de gènes modulant 
directement ou indirectement ces voies. De façon importante ces résultats devront être 
confirmés par une analyse par RT-qPCR réalisés sur des gènes cibles sélectionnés. Il est 
également important pour l’analyse de ces résultats de considérer que l’étude réalisée a 
porté sur des prélèvements de tissu cutané, un tissu constitué de nombreux types cellulaires 
interagissant étroitement ensemble, et non sur une lig ée cellulaire isolée ce qui a pu 
limiter la mise en évidence de voies de signalisation complète. Malgré cette limite, cette 
première analyse de micro-array a révélé que plusieurs voies métaboliques seraient 
directement modulées par l’injection d’ASC autologues. 
 
La voie de signalisation de la libération de l’épinéphrine/norépinéphrine montre la 
surexpression d’un gène indispensable à la synthèse de la norépinéphrine : la dopamine 
mono-oxygénase qui transforme la dopamine en norépinéphrine. Cette hormone participant 
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à la régulation de la tension artérielle intervient principalement dans la lutte naturelle 
contre la douleur exerçant un effet biologique antalgique via l’activation des 
récepteurs centraux µ (Ono et al, 2014). Cette propriété est à la base du traitement 
antalgique par tramadol ou tapentadol qui sont des agonistes de ces récepteurs, inhibant la 
recapture de la sérotonine et de la norépinéphrine (Tzschentke et al, 2014). A l’inverse, la 
phényléthanolamine-N-méthyl transférase permet la transformation de norépinéphrine en 
épinéphrine qui agit principalement sur la régulation de la tension artérielle (Black et al, 
1981 ; Coupland et al, 1984 ; Kepp et al, 2007). Cliniquement dans notre modèle de SCR, 
les animaux recevant des greffes d’ASC autologues ont présenté des douleurs post-
injections plus importantes que les animaux témoins après les 2 premières greffes, mais 
leur traitement antalgique a pu être stoppé plus rapidement. L’activation de cette voie 
pourrait permettrait d’expliquer, à l’issue de la réaction algique post-greffes, l’arrêt plus 
précoce du traitement antalgique chez les animaux recevant des injections d’ASC 
autologues. Les effets antalgiques des MSC ont d’ailleurs été démontrés dans la prise en 
charge de patients présentant un SCR traité par des injections de BM-MSC autologues 
(Lataillade et al, 2007). 
 
On observe également une surexpression des gènes codant pour les protéines initiant 
les voies de SMAD1/5/9 et SMAD 2/3 respectivement activées par les BMP et le TGFβ 
chez les animaux recevant des ASC autologues. Ces deux voies aboutissent à l’activation 
de SMAD4 qui est un gène suppresseur de tumeur. Il est impliqué dans l’arrêt du cycle 
cellulaire et l’entrée en apoptose par activation de la transcription de p21 et KRT23 
notamment (Moustakas and Kardassis, 1998 ; Moustaka et l, 2001 ; Liffers et al, 2011). 
L’activation de ces voies est en accord avec la sur-représentation de la voie de régulation 
de l’apoptose pour lesquels tous les gènes surexprimés, directement ou indirectement 
impliqués dans cette voie sont pro-apoptotiques. L’interprétation de l’implication de cette 
voie doit tenir compte du regroupement des prélèvements des différents temps post-
irradiation pour l’analyse statistique. Il est cependant envisageable que l’apoptose des 
cellules présentant des dommages puisse prévenir le dév loppement de la fibrose et de la 
nécrose tissulaire. De plus, l’apoptose est un mécanisme indispensable au cours de la 
cicatrisation pour le renouvellement de l’épithélium observé chez les animaux autogreffés. 
La capacité des MSC (ASC et BM-MSC) à moduler l’apoptose a d’ailleurs été clairement 
rapporté in vivo dans différents modèles (Lee BJ. et al, 2006 ; Madonna et al, 2012 ; 
Linard et al, 2013). 
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L’actomyosine correspond à l’association de la myosine et de l’actine sous forme de 
filament. Elle est impliquée dans la migration cellulaire notamment des fibroblastes et des 
kératinocytes en favorisant la mobilité du noyau cellulaire (Okeyo et al, 2009 ; Sixt, 2012 ; 
Luo et al, 2013 ; Wu J. et al, 2014). Les jonctions adhérentes sont des jonctions cellules-
cellules ou cellule-matrices extracellulaire, qui mettent en jeu les filaments d’actine 
(respectivement desmosomes et hémi-desmosomes), indispe sables pour le maintien des 
structures épithéliales dont l’épithélium cutané (Kaiser et al, 1993 ; Gates et al, 1994). 
Ainsi de façon intéressante on observe après l’injection d’ASC autologues une modulation 
des voies métaboliques contrôlant l’assemblage des jonctions adhérentes et les 
mouvements basés sur l’actomysine qui sont deux mécanismes importants intervenant dans 
le processus de cicatrisation cutanée. 
 
On observe également une surexpression du gène de l’angiopoïétine 4 (ANG4). Cette 
surexpression isolée ne permet pas de conclure à ell  seule sur un effet pro-angiogénique 
mais il est à noter que cette protéine tout comme l’angiopoïétine 1 est impliquée dans les 
mécanismes d’angiogénèse, indispensable pour la régénération tissulaire (Tsigkos et al, 
2003), suggérant que les injections d’ASC autologues auraient un effet renforcé sur 
l’angiogénèse via l’ANG4. 
Enfin, d’autres voies de signalisation sont indirectement modulées telles que la régulation 
des jonctions Gap, la mélanogenèse, les composants de l’enveloppe nucléaire, le 
métabolisme de la phénylalanine ou encore certains mécanismes de réparation de l’ADN. 
 
De façon importante nous avons indiqué ci-dessus les limites d’interprétation de ces 
premiers résultats : le regroupement des temps d’analyse et des groupes d’animaux pour 
permettre une interprétation statistique et l’analyse tissulaire globale. Ces résultats devront 
donc être complétés par une évaluation à chaque temps n individualisant les 3 groupes et 
une analyse par RT-PCR sur des gènes cibles sélectionnés (en cours). Une étude de voies 
sélectionnées pourrait également être réalisée dansun modèle de culture de lignée 
cellulaires représentant les composants majeurs du ti su cutané (kératinocytes, fibroblastes, 
cellules endothéliales…). 
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Au final, l’ensemble de ces travaux confirme l’intérêt d’une stratégie de banques de 
cellules souches autologues pour le traitement du SCR, qui serait applicable dans le cas de 
personnels/professionnels à risque. L’intérêt de banques cellulaires allogéniques pourtant 
indispensables dans un contexte d’irradiation hétérogène importante ou d’afflux massif de 
blessés n’a, en revanche, pas été confirmée dans nos co ditions expérimentales. Dans notre 
étude, les greffons allogéniques étaient constitués d’ASC non caractérisés provenant de 
deux animaux de la cohorte en se fondant sur les propriétés connues des ASC : faible 
immunogénicité (Cui et al, 2007 ; Najar et al, 2010 ; Yanez et al, 2010) et déficit 
d’expression du CMH de type II (Le Blanc et al, 2003b). De plus l’injection de MSC 
allogéniques pour le traitement de lésions musculaires (Gimble et al, 2011), cardiaques 
(Vassalli and Moccetti, 2011) et cutanées (Chen et al, 2009) avait montré une certaine 
efficacité chez le rongeur. L’existence d’une réaction de rejet des MSC allogéniques reste 
discutée selon les modèles (Knaan-Shanzer, 2014). Nos résultats suggèrent donc que 
l’utilisation des ASC en contexte allogénique présente plus de contraintes pour des 
modèles animaux tels que les grands mammifères, plu proches de l’Homme. De plus le 
contexte inflammatoire caractéristique du SCR (apparition de vagues inflammatoires 
extensives) pourrait réduire l’efficacité des greffons injectés. Biologiquement cette 
inflammation se caractérise par la libération de cytokines pro-inflammatoires telles que 
l’IL1, l’IL6, l’IFN γ (Darnell et al, 1994 ; Peter, 2005 ; Rauch et al, 2013) et différentes 
études ont montré, aussi bien sur les BM-MSC que les ASC, qu’en présence d’IFNγ le 
phénotype des cellules souches était modifié avec notamment l’expression des molécules 
de CMH2 à la surface des cellules (Le Blanc et al, 2003b ; Kronsteiner et al, 2011). Une 
étude réalisée par Schnabel et al a également démontré un effet pro-inflammatoire des
cellules souches exprimant le CMH2 dans un modèle équin (Schnabel et al, 2014). Ainsi 
un « cercle vicieux » pourrait être décrit: inflammation-expression du CMH2-
inflammation, particulièrement délétère dans le contexte du SCR. Au total la réalisation de 
banques allogéniques ne pourrait donc s’affranchir d’une caractérisation des propriétés 
immunologiques des ASC incluant le typage du CMH. L’injection chez le miniporc d’ASC 
allogéniques histocompatibles pour le traitement du SCR reste à réaliser. 
 
Il a également été mis en évidence ces dernières années des variations inter-
individuelles en termes de qualité des cellules souches (Shu et al, 2012) : importance du 
sécrétome, propriétés immunomodulatrices ou anti-apoptotiques, et il a été rapporté que 
l’âge du donneur influait sur les capacités de prolifération et de différentiation des ASC 
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(d’autant plus efficace que le donneur est jeune) (L i et al, 2007 ; Zaim et al, 2012 ; 
Scruggs et al, 2013). Le sexe du donneur semble également modifier les propriétés des 
ASC : Shu et al ont rapporté un pouvoir sécrétoire, une activité anti- poptotique et une 
vitesse de prolifération accrus pour les ASC issues de donneur féminin (Shu et al, 2012). 
Enfin, certaines pathologies chroniques telles que le surpoids ou le diabète altèrent les 
capacités sécrétoires et de transdifférenciation de ces cellules ainsi que leurs propriétés 
pro-angiogéniques (Cianfarani et al, 2013 ; De Girolamo et al, 2013 ; Strong et al, 2013 ; 
Rennert et al, 2014). 
En vue d’optimiser les banques cellulaires, la recher e de paramètres qualitatifs 
permettant d’apprécier a priori la qualité des cellules souches et leur 
compatibilité/réactivité avec le receveur apparait donc nécessaires. La production de MSC 
n’exprimant pas le CMH 1 pourrait également représenter une approche d’intérêt (Knaan 
Shantzer, 2014). 
 
Au final, accroître l’efficacité de la thérapie cellulaire en utilisant les ASC pour le 
traitement du SCR nécessite de réduire le temps de culture indispensable actuellement pour 
obtenir des greffons de tailles suffisantes et d’augmenter le(s) potentiel(s) pro-régénératifs 
de ces cellules. Cette optimisation pourrait être obtenue par manipulation ex vivo des ASC 
avant injection dans le but d’accroître leur sécrétome (thérapie génique transitoire). Cette 
approche fait l’objet de la 2ème partie du travail de thèse. 
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Article 2: Transient gene therapy to treat cutaneous radiation syndrome: development 
in a minipig model 
Riccobono Diane; Agay Diane; Forcheron Fabien; Scherthan Harry; Meineke Viktor; Drouet 
Michel. Health Physics. June 2014; 120-6 
 
 
 
 
 Cette 2ème partie du travail de thèse vise à évaluer une stratégie de thérapie génique 
transitoire basée sur la manipulation ex vivo des ASC afin de modifier transitoirement leur 
sécrétome accroissant ainsi leur capacité de réparation et de régénération des tissus lésés. Le 
caractère transitoire de l’ajout du facteur trophique doit ainsi limiter les risques de réactions 
iatrogènes. La protéine Sonic Hedgehog (Shh) a été choisie comme première candidate en 
raison de ses propriétés pro-angiogéniques (Pola et al, 2001) et anti-apoptotiques (Bhardwaj 
et al, 2001 ; Parisi and Lin, 1998). 
Un protocole de transfection transitoire des ASC par nucléofection utilisant une construction 
plasmidique contenant la séquence codante de la protéine Shh a été mis au point. La 
faisabilité de cette approche (optimisation des conditions de transfection, production d’un 
greffon de taille clinique et tolérance à l’injection) a été évaluée chez le miniporc, modèle 
proche de l’homme. 
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I)  MATÉRIELS ET MÉTHODES 
 
I.A)  Mise au point du protocole de transfection 
 
I.A.1) Description et production du plasmide 
 
Le plasmide BD Science pIRES2-EGFP Vector utilisé (BD Sciences, Franklin 
Lakes, USA) (Annexe 6) possède un site de clonage multiple permettant l’insertion de la 
partie codante du gène Shh et, en aval, une séquence codant pour la Green Fluorescent 
Protein (GFP) permettant la transcription d’un ARNm biscistronique (Figure 28). Ce 
plasmide pIRES2-EGFP Vector possède une origine de réplication pour son expansion dans 
les bactéries E.Coli (pUC ori) et une cassette de résistance kanamycine-néomycine 
permettant la sélection des bactéries transformées. Par ailleurs, son expression dans les 
cellules eucaryotes est transitoire : il possède une origine de réplication pour les cellules de 
mammifères eucaryotes, activée uniquement en présence de l’antigène SV40T qui n’est pas 
exprimé dans les cellules souches (Linnenbach, 1980). 
Le plasmide contenant le gène Shh (pIRES2 EGFP-Shh) avait précédemment été produit par 
un étudiant en thèse d’université dans le laboratoire (Garrigou, 2011). Il a été amplifié dans 
des bactéries E.Coli DH5α chimio-compétentes. 
 
Figure 28 : Plasmide pIRES 2-EGFP. 
 
Le plasmide contient un promoteur fort (pCMV) 
en amont du site de clonage multiple (MCS) 
utilisé pour l’insertion du gène d’intérêt. En 
aval une séquence codant pour la protéine GFP 
est présente permettant la transcription d’un 
ARNm biscistronique. Le plasmide  possède 
également une cassette  de résistance aux 
antibiotiques (Kanamycine/ Néomycine) pour la 
sélection des bactéries transformées. 
 
 
Partie II : Mise au point d’un protocole de thérapie génique 
Diane Riccobono/ Thèse d’Université 2014/ Grenoble  151 
I.A.2) Transformation bactérienne 
 
La transformation bactérienne a été réalisée par choc t ermique. 1 µg de plasmide 
pIRES2-EGFP-Shh a été ajouté à 50 µL de bactéries chimio-compétentes DH5α dans un 
tube de 1,5 mL (eppendorf®, Le Pecq, France) et placé d ns la glace pendant 5 min. Le choc 
thermique a été effectué en mettant le mélange plasmide-bactérie à 42°C pendant 40 sec puis 
en le replaçant dans la glace pendant 5 min. Du milieu de culture : 350 µL de SOC (2% 
tryptone, 0,5% d’extrait de levure, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM 
MgSO4, 20 mM glucose) a été ajouté. Les bactéries ont al rs été incubées 1 h à 37°C puis la 
suspension a été étalée au râteau dans des boîtes de Pétri contenant du LB Agar (Luria 
Broth) avec 1% de kanamycine et incubées à 37°C pendant une nuit. A l’issue, des colonies 
ont été repiquées et ensemencées chacune dans 3 mL de milieu LB contenant 1% de 
kanamycine, puis placées à 37°C sous agitation. Six heures après, elles ont été transférées 
dans 500 mL de milieu LB (avec 1% de kanamycine) dans un erlenmeyer pendant une nuit, 
sous agitation à 37°C. 
 
 
I.A.3) Extraction 
 
L’extraction a été réalisée en utilisant l’EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen, 
Courtaboeuf, France) selon les instructions du fournisseur [15] ; (Annexe 7). Il permet de ne 
pas affecter la culture des ASC avec des endotoxines bactériennes. La quantité d’ADN 
plasmidique extraite a été évaluée en mesurant l’absorbance à 260 nm de l’échantillon à 
l’aide d’un spectrophotomètre (ND-1000, Labtech, Palaiseau, France). La pureté de 
l’échantillon a été évaluée par les rapports des lectur s faites à 260 nm/230 nm et 
260 nm/280 nm. 
 
 
I.A.4) Culture des ASC et ensemencement 
 
Les ASC ont été isolées à partir du tissu adipeux sous-cutané de miniporcs 
Göttingen. Après dilacération au scalpel et incubation pendant 1 h sous agitation à 37°C 
avec de la collagénase de type II (Biochemical Corporation, Worthington, USA) à une 
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concentration de 2 mg.ml-1 diluée dans du Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) contenant 
des ions bivalents Ca2+et Mg2+ (Gibco-Invitrogen, Cergy-Pontoise, France), le tissu adipeux 
a été centrifugé à 400g pendant 10 min à 18°C. Le surnageant contenant les acides gras et 
certains déchets cellulaires a été éliminé. Les cellules ainsi isolées, ont été remises en 
suspension dans du Phosphate Buffer Saline (PBS) 1X, puis filtrées sur un tamis cellulaire 
de 70 µm (BD Biosciences, San José, USA) et centrifugées à 400g pendant 10 min à 4°C. Le 
culot cellulaire a ensuite été repris dans une solution hypotonique de chlorure d’ammonium 
(150 mM) pour lyser les globules rouges résiduels et centrifugé à 400g pendant 10 min à 
18°C. Les cellules ont finalement été reprises dans du PBS, comptées sous un microscope 
optique à l’aide d’une cellule de Malassez puis ensemencées dans des flasques de 150 cm2 à 
raison de 13 000cellules/cm2 (2M/flasque) dans du Minimum Essentiel Medium α (MEMα) 
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA) supplémenté avec 10% de sérum de veau 
fœtal (SVF) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), 100 U.mL-1 de pénicilline, 
100 µg.mL-1 de streptomycine (Gibco-Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) et incubées à 
37°C sous atmosphère humide à 5% de CO2  avec réensemencement itératif durant six 
semaines. 
 
Une fois les cellules à confluence, le milieu de culture a été éliminé et le tapis 
cellulaire rincé 2 fois avec 5 ml de PBS 1X. 5 ml de solution constituée d’un mélange 
volume/volume de trypsine-EDTA et Versène (Gibco-Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) 
ont été utilisés pour décoller les cellules du plastique de culture. Les flasques ont été 
incubées à 37°C et 5% de CO2 pendant 5 min. L’action de la tryspine a été inhibée par 
l’ajout de 10 ml de milieu de culture supplémenté avec 10% de SVF. La suspension 
cellulaire a été transférée dans des tubes en polyprop lène de 50 ml à fond conique. Les 
flasques de cultures ont été rincées 2 fois avec du PBS 1X (5 ml) afin de récupérer la totalité 
des cellules. Après centrifugation à 400g pendant 10 min à 18°C, les cellules ont été 
comptées sur cellule de Malassez et réensemencées dan  es flasques de 150 cm2 
(13 000cellules/cm2). Après trois étapes de trypsination/réensemencement, l s cellules 
étaient considérées comme une population pure d’ASC et congelées dans de l’Iscove 
Modified Dulbecco’s Medium (IMDM : 15% SVF et 10% diméthylsulfoxide ; (Sigma-
Aldrich, Saint-Louis, USA). Leur potentiel de différenciation et leur caractérisation 
phénotypique (cluster de différenciation (CD) CD90+, CD44+, CD45- et CD31-) étaient 
contrôlées sur une fraction de l’échantillon (Forcheron et al, 2012). Pour les 
expérimentations, les ASC ont été décongelées au bain-Marie à 37°C et ensemencées dans 
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des flaques de 150 cm2. Elles ont été cultivées dans du milieu MEMα (Invitrogen Life 
Technologies, Carlsbad, USA) contenant 10% de SVF décomplémenté, 100 U.mL-1 de 
pénicilline et 100 µg.mL-1 de streptomycine (changé une fois par semaine) et maintenues à 
37°C sous atmosphère humide à 5% de CO2. 
 
 
I.A.5) Transfection 
 
Le milieu de culture des ASC cultivées dans les flaques de 150 cm2 a été éliminé et 
les cellules ont été lavées deux fois au PBS 1X puis 5 mL de trypsine/versène ont été ajoutés 
et les cellules incubées à 37°C pendant 5min. A l’issue, la trypsine a été inactivée par 10 ml 
de milieu MEMα (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA) contenant 10% de SVF 
décomplémenté. Les cellules ont été récupérées dans des tubes Falcons® de 50 ml et 
centrifugées à 400g pendant 10 min à 18°C. Le surnageant a ensuite été éliminé et le culot 
cellulaire a été remis en suspension dans 5 mL de mili u MEMα. Un comptage et une 
évaluation de la mortalité ont été réalisés par coloration au bleu Trypan sur cellule de 
Malassez. La suspension cellulaire a été aliquotée à raison de 10 millions de cellules dans 
des tubes de 15 mL (eppendorf®, Le Pecq, France) et centrifugée à 400g pendant 5 min à 
18°C. Le surnageant était éliminé et le culot celullaire repris dans 100 µL de tampon : 
Human MSC Nucleofactor Solution AMAXA® (Lonza, Bâle, Suisse). La suspension a 
ensuite été transférée dans une cuve de transfection en présence de 5 µg de plasmide. La 
transfection a été réalisée à l’aide d’un appareil NUCLEOFACTOR IIAMAXA® (Lonza, 
Bâle, Suisse), en mode « MSC high viability » en suivant les instructions du fournisseur 
[16] ; (Annexe 8). Suite à la nucléofection, 400 µL de milieu MEMα supplémenté en SVF 
(10%) ont été ajoutés pour stopper la réaction et les cellules transfectées ont été 
ensemencées, à raison de 6600 cellules/cm2, dans des flasques de 150 cm2 contenant 20 mL 
de milieu MEMα préchauffé, supplémenté en SVF (10%) et en pénicilli e et streptomycine 
(1%). 
 
L’expression de la GFP a permis d’évaluer le pourcentage de cellules transfectées 
par cytométrie en flux (CMF) 2 à 9 jours post-transfection. Après décollement des cellules 
comme décrit précédemment, elles ont été centrifugées à 400g pendant 10 min à 18°C. Le 
culot cellulaire a été repris dans 400 µL de PBS auquel 4 µL de 7-AAD (7 Amino-
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Actinomycine D) ont été ajoutés. Le 7-AAD est un composé fluorescent qui a la propriété de 
traverser les membranes des cellules mortes et de s’int rcaler au niveau de l’ADN. 
L’analyse par CMF a été réalisée sur un cytomètre de flux BD LSR II (BD Biosciences, 
San José, USA). Les cellules transfectées vivantes exprimaient la GFP (canal du FITC 
(Fluorescein IsoThioCyanate), excitation 495 nm ; émission 521 nm) et étaient 7-AAD 
négatives (canal de l’APC (Allophycocyanine) excitation 488 nm ; émission 647 nm). 
L’acquisition des données a été effectuée avec le logiciel BD FACS Diva 6.0 (BD 
Biosciences, San José, USA) et la mesure de l’efficacité de la transfection a été réalisée à 
l’aide du logiciel FlowJo (Tree star Inc, Ashland, USA). 
Cette technique de transfection (nucléofection) permet l’introduction du matériel génétique 
directement dans le noyau augmentant son efficacité, mais sans intégration dans le génome 
permettant une expression transitoire de la protéine Shh. 
 
 
I.A.6) Evaluation des conditions optimales de transfection 
 
Pour obtenir les quantités d’ASC transfectées par Shh (ASC-Shh) nécessaires à la 
réalisation du schéma d’injections locales itératives, il est nécessaire d’optimiser le 
pourcentage de survie des cellules transfectées. La quantité de plasmide transfectée est une 
variable importante de cette optimisation. Différents ratios plasmide/cellules avaient 
préalablement été testés au laboratoire, révélant une transfection optimale de plasmide 
codant pour Shh de 0,5 µg/million de cellules (Garrigou, 2011). Par ailleurs, selon leur 
niveau de confluence, les cellules en culture établissent des interactions cellules-cellules 
différentes, modifiant ainsi le métabolisme cellulaire et la structure membranaire et donc 
leur sensibilité à la transfection (Wang, 2006). L’efficacité de transfection est l’équilibre 
optimal entre une expression maximale de la protéine d’intérêt et un impact minimal sur la 
viabilité cellulaire. La sensibilité des cellules à la transfection dépend de plusieurs facteurs 
tels que le type cellulaire, l’espèce et les conditions de culture. La densité cellulaire et les 
connexions intercellulaires étant étroitement liées et modulant la sensibilité des cellules à la 
transfection (Jaasma et al, 2006 ; Maurisse t al, 2010), le niveau de confluence permettant 
la meilleure survie des ASC après transfection a été évalué pour déterminer les conditions de 
transfection optimales. 
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Le nombre moyen de cellule par flasque de 150 cm2 étant de 10 millions et le temps de 
doublement des ASC de 2 jours, pour évaluer l’efficacité de la transfection à 50%, 75% et 
90% de confluence, les cellules ont été ensemencées comme suit: 
• 50% de confluence : 8 300 cellules/cm2 
• 75% de confluence : 1 2000 cellules/cm2 
• 90% de confluence : 15 000 cellules/cm2 
La transfection a été effectuée 4 jours après. 
 
Pour chaque condition (n=6) la nucléofection a été réalisée comme décrite 
précédemment (§Partie 2 : I.A.5) Transfection).  
La survie des ASC a été évaluée 2 jours après la transfection par comptage au bleu Trypan 
sur cellules de Malassez. Le pourcentage de cellules transfectées et donc GFP positives, a 
été mesuré par CMF comme décrit dans le paragraphe récédent (§Partie 2 : 
I.A.5) Transfection), 2, 7 et 9 jours après la nucléofection des cellules. 
 
 
I.A.7) Contrôle de la production de Shh 
 
I.A.7.a) Extraction des protéines 
 
La synthèse de la protéine Shh par les cellules transfectées et sa sécrétion ont été 
évaluées. 
Pour l’étude des protéines sécrétées, le surnageant a été prélevé et aliquoté à -20°C dans des 
tubes eppendorfs® de 1,5 mL. Concernant les protéines i tracellulaires, après aspiration du 
milieu de culture les cellules ont été lavées avec 1 mL de PBS 1X. Dans chaque puits, 
100 µL de tampon de lyse RIPA (Tris 10 mM pH 7,4 ; Triton 100X 1% ; NaCl 150 mM ; 
EDTA 1 mM ; PIC : 5 mL.mL-1) ont été ajoutés. Après homogénéisation, les extraits 
protéiques ont été prélevés et conservés à -20°C. 
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I.A.7.b) Dosage des protéines totales 
 
La concentration en protéines totales de chaque échantillon a été déterminée par la 
méthode PIERCE/BCA en utilisant un Protein Assay Kit® (Pierce, Rockford, USA) selon 
les recommandations du fournisseur [17]. Cette méthode combine la réduction du Cu2+ en 
Cu+ par les protéines en milieu alcalin et la détection c lorimétrique très sensible de l’ion 
cuivreux avec un agent contenant de l’acide bicincho inique (BCA). Le produit coloré violet 
de cette réaction est formé par la chélation de 2 molécules de BCA avec un ion Cu+. Ce 
complexe présente une forte absorbance mesurée à 562 nm par spectrophotométrie sur un 
appareil Hitachi 912 (Hitachi, Roche Diagnostics, Almere; Pays-Bas) pour déterminer la 
quantité de protéines totales exprimée en µg.mL-1  
L’ensemble des dosages était réalisé en triplicat. 
 
 
I.A.7.c) Western-Blot 
 
La cinétique de synthèse/sécrétion de Shh par les ASC transfectées a été contrôlée 
par Western Blot jusqu’à 9 jours après la transfection. Pour chaque analyse, 30 µg de 
protéines totales ont été déposées par puits sur un gel de polyacrylamide Tris-Glycine (4-
20%) (Invitrogen Life Technologies, Calsbard, USA), puis séparées par électrophorèse et 
transférées sur une membrane PVDF (Polyfluorure de vinylidene ; Invitrogen Life 
Technologies, Calsbard, USA). Après saturation des sites aspécifiques par du TBS-
Tween 0.1% contenant 5% de lait, les membranes ont été incubées avec des anticorps 
polyclonaux de chèvre anti-Shh humain (SantaCruz Biotechnologie, Heidelberg, Allemagne) 
dilués au 1/1 000 dans du TBS-Tween 0.1%-lait pendant 1 nuit sous agitation à 4°C. Après 
trois lavages au TBS-Tween 0.1%, les membranes ont été incubées avec un anticorps 
secondaire anti-IgG de chèvre, conjugué à une horseradi h peroxydase (peroxydase de 
raifort, hRP) (SantaCruz Biotechnologie, Heidelberg, Allemagne), dilué au 1/5 000 dans du 
TBS-Tween 0.1%-lait. Les membranes ont été incubées avec de l’ECL (Enhanced 
Chemoluminescent substate ; Pierce, Rockford, USA) afin de révéler la présence des 
protéines. L’intensité des bandes a été analysée par densitométrie (Genegnome Syngene, 
Cambridge, Royaume-Uni). 
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I.A.8) Analyses statistiques 
 
Les résultats ont été analysés à l’aide du logiciel GraphPad Prism 5 (GraphPad 
Software, San Diego, USA) par comparaison globale des lots sur échantillons non appariés. 
L’analyse a été effectuée par le test de Kruskal-Wallis (alternative non paramétrique de 
l’analyse de variance pour échantillons non appariés) et une comparaison des lots deux à 
deux a été réalisée par le test post hoc de Dunn. Une différence significative était considérée 
pour une p-value <0,05. 
 
 
 
I.B) Modèle animal 
 
Pour valider ce protocole in vivo, le modèle de syndrome cutané radio-induit décrit 
précédemment a été utilisé avec l’accord du comité d’éthique de l’IRBA (N°2008/24.0). 
Pour minimiser le nombre d’animaux, en accord avec la législation européenne en termes 
d’expérimentation animale, la faisabilité de ce protoc le de thérapie génique a été évaluée 
sur un seul animal. 
Ce miniporc a été irradié localement à 50 Gy par un faisceau gamma tangentiel en zone 
lombaire (comme décrit précédemment cf. article 1) t a bénéficié de 4 injections de 25+/-
7.106 ASC-Shh (à J25, J46, J75 et J96 post-irradiation). 
Une évaluation clinique a été réalisée quotidiennement et comparée aux résultats antérieurs 
obtenus dans le laboratoire sur : 
• Huit animaux témoins irradiés recevant le véhicule (PBS) 
• Cinq animaux irradiés ayant reçu quatre injections de 50.106 ASC autologues à J25, 
J46, J75et J96 post-irradiation 
 
 
Ce protocole est détaillé dans l’article qui suit  (page 167). 
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II)  RESULTATS 
 
II.A)  Détermination des conditions optimales de transfection 
 
Pour optimiser la transfection de la construction plasmidique pIRES2-EGFP-Shh 
dans les ASC, la survie cellulaire et le pourcentage de cellules GFP positives ont été évalués 
à différents stades de confluence.  
La viabilité des ASC 48 heures après transfection a été quantifiée par la coloration au bleu 
trypan sur cellule de Malassez. Trois densités cellulaires ont été choisies pour déterminer la 
condition de confluence optimale des ASC de porc pour la nucléofection. Pour des 
confluences de 50 et 75%, le pourcentage de viabilité des ASC de porc est proche de 60% 
(Figure 29).  
 
Figure 29 : Viabilité des ASC 2 jours après 
transfection en fonction du pourcentage de 
confluence.  
 
Quatre jours avant la transfection, les ASC ont été 
ensemencées à des densités permettant d’obtenir 
50, 75 et 90% de confluence le jour de la 
nucléofection. La survie des cellules a été évaluée 
à J2 post-transfection par coloration au bleu 
Trypan et comptage sur cellule de Malassez. 
* :p<0,05 ; ** :p<0,01 ; Test de Kruskal-Wallis et 
test de comparaison multiple de Dunn. n=6 pour 
chaque groupe. 
 
 
 
Comme l’illustre également la figure 29, la viabilité des ASC après nucléofection est 
significativement plus importante pour une confluence de 90% que pour les conditions 50% 
(p<0.05) et 75% (p<0.01). 
Ces résultats révèlent que les cellules hautement jointives avant transfection ont un meilleur 
taux de survie, suggérant que la qualité des communications intracellulaires et la cohésion 
mécanique représentent des facteurs essentiels de la viabilité cellulaire après nucléofection. 
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Afin d’obtenir à terme une quantité suffisante d’ASC transfectées utilisables 
cliniquement, le pourcentage de transfection des cellules a également été évalué, par 
cytométrie en flux, en fonction de la densité cellulaire lors de la nucléofection. Le 
pourcentage de cellules exprimant la GFP a été mesuré 2, 7 et 9 jours après nucléofection 
pour trois conditions de confluence (50, 75 et 90%) (Figure 30). On observe pour ces trois 
dernières que le pourcentage de transfection diminue e  fonction du temps. La comparaison 
du pourcentage de cellules GFP+ entre J2 et J9 post-nucléofection révèle une diminution 
significative, en moyenne de 41% ± 4%  (p<0.05) dans les trois conditions de confluence.  
 
Figure 30 : Pourcentage de cellules transfectées en fo ction de la confluence. 
 
Les ASC ont été ensemencées quatre jours avant la transfection pour obtenir des taux de confluences variables 
le jour de la nucléofection. Le pourcentage de transfection a été mesuré par analyse de l’expression de la GFP 
codée sur les plasmides pIRES EGFP-Shh par cytométrie en flux 2, 7 et 9 jours post-transfection. 
* :p>0,05 ; Test de Kruskal-Wallis et test de comparaison multiple de Dunn. n=6 pour chaque groupe. 
 
 
La synthèse /sécrétion de Shh par les cellules tranfectées, a été évaluée par western blot. 
Comme l’illustre la figure de l’article 2 (Article 2  § Figure1), la synthèse de la protéine Shh 
est maximale dès deux jours post-transfection et sa sécrétion extracellulaire par les ASC 
augmente entre deux et neuf jours après nucléofectin. La diminution du pourcentage 
d’ASC-GFP+ avec le temps (Figure 30) semble être corélée à la diminution de la synthèse 
intracellulaire de Shh (Article 2  § Figure1). Ces résultats montrent que la synthèse de la 
protéine d’intérêt est transitoire, comme recherché, et que sa sécrétion par les ASC atteint un 
maximum à neuf jours post-transfection. 
 
Le produit de thérapie cellulaire obtenu présente donc un sécrétome enrichi 
transitoirement, correspondant à la stratégie recheché  de réduction des réactions 
iatrogènes. 
* * *
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II.B)  Evaluation de l’efficacité et de la tolérance du greffon ASC-
Shh dans un modèle préclinique de SCR (Article 2) 
 
Dans le cadre d’une première validation de protocole de thérapie génique transitoire, 
l’injection de produits de culture cellulaire manipulés a été réalisée chez un premier animal 
en se fondant sur l’étude principale réalisée par notre groupe où le schéma d’injection retenu 
était de quatre injections de 50.106 d’ASC autologues ou allogéniques, décrits par Forcheron 
et al (Forcheron et al, 2012) et dans l’article précédent (cf. Article 1 ; (Riccobono et al, 
2012)). 
Dans le présent volet de l’étude décrite dans l’article 2  (Riccobono et al, 2014), les 
quantités d’ASC-Shh par injection n’ont été que de 25±7.106 ASC-Shh en raison des 
conditions de culture et réalisées selon le plan expérimental décrit dans la Figure 21 
(§partie 1). Cette concentration cellulaire a été considérée comme cliniquement suffisante. 
En effet, il n’existe pas actuellement de consensus concernant la quantité de cellules souches 
à injecter et les données chez l’homme apparaissent empiriques. Des approches précliniques 
de traitement de la brûlure thermique chez le miniporc rapportent des quantités injectées de 
0.35.106 BM-MSC par cm2 contre 0.5+/-0.16.10.6 dans ce protocole (Fu et al, 2006 ; Li et al, 
2006). 
 
Le suivi clinique du miniporc traité montre un bon état général et comportemental de 
l’animal après injection, sans perte d’appétit ni de poids. La tolérance locale à l’injection a 
été bonne avec une réaction algique similaire à celle des animaux ayant bénéficié de 
l’injection d’ASC autologues et une bonne réponse au tr itement antalgique par les dérivés 
morphiniques. L’évolution clinique locale chez ce miniporc greffé avec des ASC-Shh a été 
favorable et similaire à celle des animaux recevant des ASC autologues non manipulées bien 
que la taille du greffon ait été réduite. Un défect plus marqué du tissu sous-cutané a 
cependant été observé, correspondant à une fibrose de  tissus musculaires sous-cutanés 
confirmée lors de la nécropsie. Cette étude chez un premier animal doit être complétée 
notamment en augmentant le nombre d’animaux pour povoir procéder à une analyse 
définitive. 
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Cette étude initiale préclinique de thérapie génique transitoire du SCR a été valorisée 
par la rédaction d’une publication internationale en juin 2014 : 
 
Transient gene therapy to treat cutaneous radiation syndrome: development in a 
minipig model 
Riccobono Diane; Agay Diane; Forcheron Fabien; Scherthan Harry; Meineke Viktor; Drouet 
Michel. Health Physics June 2014; 120-6 
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Abstract—Cutaneous radiation syndrome  is the delayed conse- 
quence of localized skin exposure to high doses of ionizing radi- 
ation. Adipocyte derived stem cells injection may improve tissue 
regeneration through  secreted factors. Thus mesenchymal stem 
cells secretome optimization,  using transient transfection,  may 
represent a new strategy  to treat  this syndrome.  Sonic Hedge- 
hog, a secreted protein  involved in cell proliferation and angio- 
genesis, has been chosen as a first candidate.  Here pr liminary 
results are  reported of the  therapeutic potential  of transient 
gene therapy  to cure cutaneous radiation syndrome in a minipig 
model. Adipocyte derived stem cells were transiently transfected 
by electroporation with a plasmid  coding for Sonic Hedgehog. 
Göttingen minipigs were locally irradiated using a 60Co gamma 
source at the dose of 50 Gy and received Phosphate  Buffer Salin 
(controls:  n = 8), stem  cells (50     106  each  time,  n  = 5) or 
transfected  stem cells (25±7    106 each time, n = 1). All controls 
exhibited a homogeneous clinical evolution of cutaneous  radia- 
tion syndrome with final necrosis (day 91). In stem cells injected 
minipigs, an ultimate  wound healing was observed  in four out 
of five grafted  animals (day 130 ± 28, complete in two of them) 
(historical results). The Sonic Hedgehog animal, albeit injected 
with a lower number  of transfected  stem cells, presented  a very 
similar  evolution of skin healing  without  necrosis or uncontrol- 
ble pain. Globally this preliminary report suggests that local injec- 
tion of Sonic Hedgehog transfected  adipocyte derived  stem cells 
may improve wound healing. Thus work is ongoing to evaluate 
this therapeutic strategy on a larger number  of animals. 
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INTRODUCTION 
 
IN  AN  accidental or therapeutic context, the skin, a radio- 
sensitive organ, is frequently irradiated. This exposure leads 
to severe damage to many of its cellular components. The 
classical clinical evolution is characterized by the delayed 
onset of the manifestation stage and consists in transient 
early erythema, dry/moist desquamation (swelling, blister), 
dermal ischemia/necrosis, and dermal atrophy (Hopewell 
1990; Lefaix and  Delanian 2005; Peter and  Gottlober 
2002). It also depends on the radiation dose, quality, nd 
penetration depth. It is associated with recurrent and ex- 
tensive  inflammatory processes leading  to  irreversible 
necrotic waves and followed by a poorly spontaneous re- 
vascularization and an incomplete healing (Lefaix and 
Delanian 2005). This association of symptoms is called 
Cutaneous Radiation Syndrome (CRS). Its treatment re- 
mains complex: following the evaluation of irradiated area 
extension and excision of the exposed necrotic skin and 
subcutaneous tissues, a transient skin flap is associated 
with autologous skin graft (Bey et al. 2007). 
It has been hypothesized a decade ago that mesen- 
chymal stem cells (MSCs) injection could reduce normal 
tissue injury (Badiavas et  al.  2003;  Hill et  al.  2001). 
Mechanisms involved are still poorly understood (Chen 
et al. 2008), but experiments from different groups indicate 
that MSCs secrete numerous cytokines and chemokines 
well known to be important to stimulate and achieve wound 
healing, such as Epidermal Growth Factor-alpha (EGF 
alpha), Keratinocyte Growth Factor (KGF), Angiopoietin-1 
(Ang1), Stromal derived factor-1 (SDF1), and erythropoietin 
in greater amounts than dermal fibroblasts (Estrada et l. 
2009). Based on these experiments, local grafting of bone 
marrow MSCs has been combined recently with classicl 
surgery in several patients who showed an improved clini-
cal evolution (Bey et al. 2010; Lataillade et al. 2007). In 
addition to MSCs, stem cells contained in the stromal vas- 
cular fraction of adipose tissues (Baglioni et al. 2009; 
Dominici et al. 2006; Zuk 2010), the adipocyte deriv d 
stem cells (ASCs) represent a new promising multipotent
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ABSTRACT 
 
 Cutaneous radiation syndrome is the delayed consequence of localized skin 
exposure to high doses of ionizing radiation. Adipocyte derived stem cells injection may 
improve tissue regeneration through secreted factors. Thus mesenchymal stem cells 
secretome optimization, using transient transfection, may represent a new strategy to 
treat this syndrome. Sonic Hedgehog, a secreted protein involved in cell proliferation and 
angiogenesis has been chosen as a first candidate. 
Here we reported preliminary results of the therapeutic potential of transient gene therapy 
to cure cutaneous radiation syndrome in minipig model. Adipocyte derived stem cells were 
transiently transfected by electroporation with a plasmid coding for Sonic Hedgehog. 
Göttingen minipigs were locally irradiated using a 60Co gamma source at the dose of 50 Gy 
and received Phosphate Buffer Salin (controls: n=8), stem cells (50x106 each time, n=5) or 
transfected stem cells (25+/-7 x106 each time n=1). All controls exhibited an homogeneous 
clinical evolution of cutaneous radiation syndrome with final necrosis (day 91). In stem cells 
injected minipigs an ultimate wound healing was observed in four out of five grafted 
animals (day 130 ±28, complete in two of them) (historical results). The sonic hedgehog 
animal, albeit injected with a lower number of transfected stem cells, presented a very 
similar evolution of skin healing without necrosis or uncontrollable pain. 
Globally this preliminary report suggests that local injection of Sonic Hedgehog transfected 
adipocyte derived stem cells may improve wound healing. Thus work is ongoing to evaluate 
this therapeutically strategy on a larger animal number. 
 
Keywords: Radiation damage, Cellular repair, laboratory animals, adipocyte derived stem 
cells, gene therapy, Sonic Hedgehog. 
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INTRODUCTION 
 
 In an accidental or therapeutic context, the skin, a radiosensitive organ, is 
frequently irradiated. This exposure leads to severe damages of many of its cellular 
components. The classical clinical evolution is characterized by the delayed onset of the 
manifestation stage and consists in transient early erythema, dry/moist desquamation 
(swelling, blister), dermal ischemia/necrosis and dermal atrophy (Hopewell 1990; Lefaix JL 
2005; Peter and Gottlober 2002). It also depends on the radiation dose, quality and 
penetration depth. It is associated with recurrent and extensive inflammatory processes 
leading to irreversible necrotic waves and followed by a poorly spontaneous 
revascularization and an incomplete healing (Lefaix JL 2005). This association of symptoms 
is called Cutaneous Radiation Syndrome (CRS). Its treatment remains complex: following 
the evaluation of irradiated area extension and excision of the exposed necrotic skin and 
subcutaneous tissues, a transient skin flap is associated with autologous skin graft (Bey et 
al. 2007). 
It has been hypothesized a decade ago that mesenchymal stem cells (MSCs) injection could 
reduce normal tissue injury (Badiavas et al. 2003; Hill et al. 2001). Mechanisms involved are 
still poorly understood (Chen et al. 2008) but experiments from different groups indicate 
that MSCs secrete numerous cytokines and chemokines well known to be important to 
stimulate and achieve wound healing, such as Epidermal Growth Factor-alpha (EGF alpha), 
Keratinocyte Growth Factor (KGF), Angiopoietin-1 (Ang1), Stromal derived factor-1 (SDF1), 
and erythropoietin in greater amounts than dermal fibroblasts (Estrada et al. 2009). Based 
on these experiments, bone marrow MSCs local grafting has been recently combined with 
classical surgery in several patients who showed an improved clinical evolution (Bey et al. 
2010; Lataillade et al. 2007). In addition to MSCs, stem cells contained in the stromal 
vascular fraction of adipose tissues (Baglioni et al. 2009; Dominici et al. 2006; Zuk 2010), 
the adipocyte derived stem cells (ASCs) represent a new promising multipotent stem cells 
source. Located close to adipocytes in fat tissues, ASCs have been reported to acquire 
mesenchymal and neurogenic phenotype in ad hoc conditions, to induce vascular-like 
structure formation in matrigel model and to stimulate neovascularization in ischemic 
tissues (Gimble et al. 2011; Nakagami et al. 2006; Planat-Benard et al. 2004; Schaffler and 
Buchler 2007). 
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Nowadays, the autologous MSCs strategy for CRS treatment is hampered by the delay 
induced by cell culture, which is aggravated by the fact that CRS diagnosis is frequently 
delayed many weeks after accidental IR exposure due to latency period before symptoms 
development. In this context our group has previously set up an animal model (Agay et al. 
2010) to evaluate the therapeutic potential of local injection of ASCs. In our hands, local 
injection of autologous ASCs favoured wound healing (Forcheron et al. 2012) whereas 
unmatched allogeneic ASCs were ineffective (Riccobono et al. 2012). Importantly the 
optimization of cell grafts, especially in order to compensate the delay required by cell 
culture, has to be considered. Thus we hypothesized that a transient transfection of ASCs 
to enrich their secretome may enhance their efficiency. A morphogene on Chromosome 7 
(7q36) coding for a protein: Sonic hedgehog (Shh) has been chosen as a first candidate. Shh 
is a secreted glycoprotein. It interfaces and binds with Shh receptor Patched (Ptc). Shh 
binding to Ptc dissociates the coreceptor Smoothened (Smo) from Ptc inhibition and 
provides downstream signalling with the end result of nuclear aggregation and binding of 
transcription factors on Shh-target genes (Bambakidis and Onwuzulike 2012). This pathway 
is involved in several cell types proliferation such as keratinocytes, neural stem cells and 
hematopoietic stem cells (Bambakidis and Onwuzulike 2012; Bhardwaj et al. 2001). 
Moreover it enhances angiogenesis through pro-angiogenic factors secretion increase: 
Vascular Endothelial Growth Factor alpha (VEGF alpha) and Angiopoietin1 (Kusano et al. 
2005; Pola et al. 2001). 
Here, using our CRS model, we reported the feasibility of the transient gene 
strategy in a first animal treated with Shh transfected ASCs (Shh-ASCs).  
 
 
 
MATERIALS AND METHODS 
This study was approved by the French Army Animal Ethics Committee 
(N°2008/24.0). All minipigs were treated in compliance with the European legislation 
related to animal care and protection in order to minimize pain for the animals. Fourteen 
female Göttingen Minipigs weighing about 20 kg were purchased from Ellegaard 
(Dalmose, Denmark) and housed in individual pen (21±1°C, 55% relative humidity, 12h/12h 
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light-dark schedule) where they received solid food twice a day and had access to water ad 
libitum. 
 
 
Cell cultures 
As previously described (Forcheron et al. 2012), ASCs were isolated from subcutaneous fat 
tissues harvested in minipigs thirty days before irradiation. After mincing with scalpels and 
incubation with collagenase II (30min at 37°C) fat tissue was centrifuged and isolated cells 
were seeded in 150 cm² culture flask. Cells were cultured in minimum essential medium 
(MEM alpha) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, New Mexico, US) supplemented with 
10% fetal calf serum (FCS) (HyClone part of Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachussetts, US) and basic fibroblast growth factor (2ng.mL-1) at 37°C in air with 5% 
CO2. ASCs were characterized using flow cytometry (BD LSRII, BD Biosciences, Pont de Claix, 
France) and multipotency was controlled. For cell storage, ASCs were frozen in Iscove 
Modified Dulbecco’s Medium (IMDM: 15% FCS and 10% DMSO) according to a  multi-step 
protocol (1h  at -20°C, overnight at -80°C then stored in liquid nitrogen). Cells were thawed 
at 37°C before spinning, in 30 mL of IMDM (30% FCS), at 180g during 7 min. Before each 
graft, ASCs viability was assessed by trypan blue coloration. The viability of injected ASCs 
was 86.9% ± 4.8%. 
 
 
Gene therapy 
For the gene therapy study, soluble N-terminus human Shh isoform required for Shh 
biologic activity was cloned in a bicistronic pIRES2-EGFP plasmidic vector (Clonetech 
Laboratories, Mountain View, California) which allows the gene of interest and the EGFP 
reporter gene to be translated separately from a single bicistronic mRNA. E. Coli bacteria 
were transformed with this plasmid in order to overproduce it. Plasmidic DNA was 
extracted using EndoFree Plasmid Mega Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) following the 
manufacturer instructions. The amount of plasmid DNA collected was evaluated by 
measuring sample absorbance at 260 using a spectrophotometer (ND-1000, Labtech, 
Palaiseau, France). The sample purity was assessed by reports of 260nm/230nm and 
260nm/280nm. 
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ASCs grew until 85 to 95% confluence. Then they were dissociated in 0.25% of Trypsin-
EDTA and numbered. For each transfection, 10x106 ASCs were suspended in human MSCs 
nucleofector solution under a 100 µl volume and nucleofected with 5µg of plasmid. 
Transfection was performed using the Nucleofector II™ and the human MSCs Nucleofector 
Kit (Amaxa Biosystems part of Lonza, Levallois-Perret, France) to obtain Shh-ASCs. After five 
days of incubation in MEM alpha medium all viable cells were grafted.  
 
 
Transfection evaluation 
The viability of transfected ASCs was evaluated by flow cytometry assay (BD LSRII, BD 
Biosciences, Pont de Claix, France), adding 1µL of 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD, a cell 
death marker). The viability of transfected ASCs was 91%+/- 5.2. The alive Shh-ASCs 
subpopulation (EGFP positive and 7-AAD negative cells) was also quantified by flow 
cytometry assay (BD LSRII, BD Biosciences, Pont de Claix, France) before injection. 
To evaluate Shh production and secretion, intra and extra cellular fraction were harvested 
from 2 days to 9 days post transfection. Total proteins quantity was measured by Pierce™ 
BCA assay kit (Thermo Scientific, Waltham, Massachussetts, US) following the 
manufacturers’ instructions and the same amount of total proteins was loaded in each 
well. 
Western blot analysis was used to detect Shh secreted protein in cell fraction and culture 
media (2, 7 and 9 days after irradiation). Membranes were probed with polyclonal goat 
anti-human Shh secreted subunit (22kDa) antibody 1/1000 (SantaCruz Biotechnology, 
Heildelberg, Germany) followed with incubation of anti-IgG conjugated with peroxidase 
antibody 1/5000 (SantaCruz Biotechnology, Heildelberg, Germany). Intensity of the band 
was determined by densitometry (Genegnome, Syngene, Cambridge, UK).  
 
 
Experimental irradiation 
Minipigs were irradiated as previously described (Agay et al. 2010). Briefly, after sedation 
(azaperone, 50mg.kg-1 intramuscularly) and fixed anaesthesia (tiletamine and zolazepam, 
6mg.kg-1 intramuscularly), animals were kept under volatile anaesthesia (1.5% isoflurane in 
oxygen) for irradiation. The skin exposure was realized orthogonally to a horizontal and 
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homogeneous gamma beam (60Co source IRDI 4000; Alstom, Levallois-Perret, France), to 
reach a dose of 50.6 ± 4.1Gy in the entry area, controlled by thermoluminescent 
dosimeters with alumina powder, with a dose rate of 0.6 Gy·min−1. Lead screens were used 
to limit the radiation field to the lumbar cutaneous and muscular area and to prevent injury 
of vital abdominal organs.  
 
 
ASCs engraftment in irradiated minipigs 
After local gamma exposure, the fourteen minipigs were randomly divided in three groups: 
control phosphate buffer saline (PBS) injected animals (group 1; n=8), autologous ASCs-
grafted minipigs (group 2; n=5), and Shh-ASCs-grafted minipigs (group 3; n=1). Due to 
ethical guidelines recommendation for painful experimental researches performed in 
higher mammals models, group 1 and 2 are historical results and to establish feasibility of 
transient gene therapy only one animal was included in group 3. All minipigs were injected 
via intradermal route, four times during a three months period following irradiation (at the 
border or inside the irradiated area; entrance and exit zones). The dates of injection were 
planned on days 25, 46 (before the onset of clinical symptoms), 76 and 91 after irradiation, 
to allow grafting of 50x106 ASCs each time corresponding to 32x106 ASCs in the entry area 
and to 18x106 ASCs evenly distributed in the less irradiated exit area. For group 3 (Shh-
ASCs), 30x106 ASCs to 18.5 x106 ASCs were injected. 
 
 
Clinical follow-up 
As previously described (Riccobono et al. 2012), during the follow-up period, the minipigs 
were clinically evaluated, including all pathological signs and pain evaluation. To establish 
whether or not analgesics were needed, a veterinary examination was performed every 
day with evaluation of the overall condition of the animal, based on drink and food intakes 
and behaviour, on local examination and palpation of the lesions and on assessment of 
analgesic treatment efficiency (Fentanyl 50 µg.h-1, Durogesic 8.4 mg.21 cm-2, Janssen-
Cilag, France). Ultimately, the final point of the experiment was defined as extensive skin 
necrosis, complete healing or hind limb paralysis, and then the minipigs were euthanized. 
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Statistical analysis (group 1 and 2) 
Due to ethical guidelines recommendation for painful experimental researches performed 
in higher mammal models, the cohorts were limited to the minimal size compatible with 
non parametric statistical analysis. For the clinical study, the three animal groups were 
compared two to two using the non parametric Mann-Whitney rank sum test (Sigmastat 
Software). In each group, the comparisons to the initial value were performed using a 
Wilcoxon signed rank test for paired samples analysis. A p value <0.05 was considered 
significant.  
 
 
RESULTS 
Transfection evaluation 
 Transfection percentage showed a sub population of Shh-ASCs of 23 to 27% 
(Fig.1A). Regarding Shh production, Shh synthesis was observed in cells from two days post 
transfection and its expression decreased to nine days post transfection. As a mirror Shh 
secretion was noticed from two days post transfection in extra cellular medium and 
increased until nine days post transfection (Fig. 1B). 
 
Figure 1: Shh-ASCs analysis. A) Flow cytometric evaluation of GFP cells 2 days after transfection; B) 
Western blot analysis of intra cellular Shh cells content and of Shh secreted protein in culture 
media from day 2 to 9 days after transfection. 
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Clinical evolution in controls (Historical results) 
As expected from the literature (Archambeau et al. 1979; Hopewell 1990), all the 
controls exhibit a similar evolution (Riccobono et al. 2012). A progressive hair loss was 
noticed during 6 weeks post exposure, leading to a complete alopecia after two months 
(Fig.2A). On about day 60, one week after the second PBS-treatment, a cold purple spot 
due to vascular failure appeared in the exit area. At the same time an extensive centrifugal 
moist skin desquamation developed over the entry area, resulting in a thick scab over the 
entry area at day 76. During the last months (from month 3 to euthanasia) local intensive 
pain was controlled with morphine-based products. Finally, the skin wounds in both entry 
and exit areas progressively displayed extensive skin necrosis (from day 91) determining 
the end-point of the study (Fig.2B). In the PBS control group the minipigs had to be killed 
about day 119 after irradiation (6 out of 8 animals), while the two remaining pigs were 
killed on day 124 and 140.  
 
Figure 2: Clinical evolution of controls (group 1: A, B), autologous ASCs injected animals: (group 2: 
C, D) and Shh-ASCs injected animal (group 3: E, F) from 55 to 92 days post irradiation. 
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Enhancement of clinical skin repair in autologous ASCs injected animals (Historical 
results) 
In all grafted minipigs, each ASCs injection in the irradiated area induced a transient 
and painful localized inflammation for several days, restricted to the grafted area (Agay et 
al. 2010). The entry area displayed significant muscular swelling and thin scab lesions (Fig. 
2C), which appeared significantly earlier than in controls (day 42 ±6 versus day 70 ±15, 
p=0.003) and before the second graft in two minipigs. In exit area, the cold purple wound 
developed at the same time than in non-grafted controls. An early (day 81 versus day 89 in 
controls) and prolonged (30 days versus 18 days) analgesic treatment was required. Wound 
healing was observed in four out of five ASCs-grafted animals at day 130 ±28 (range days 
106 to 160). Healing was complete in two pigs. Final clinical evaluation was improved (Fig. 
2D). The analgesic treatment could be dismissed after 6 weeks in one of these two animals 
and was not required in the other one.  Healing was definite in the pig followed during 18 
months. 
 
 
 
Clinical evolution in Shh-ASCs-injected animal  
 At this time, one minipig has been given Shh-ASCs. Tolerance was good.  After each 
Shh-ASCs injection a transient inflammation was observed but painless in opposition to 
autologous ASCs injected animals. It was limited to an erythema restricted to the grafted 
area (Fig. 2E). As in autologous ASCs injected minipigs, the asymptomatic period was 
shorter than in controls (group 2: 42 days +/- 7 and group 3 animal: 35 days versus 76 
days+/- 12 for controls), due to the development of pain and subcutaneous oedema in 
entry area. In exit area, the cold purple wound appeared at the same time than in the two 
other groups. In this Shh-ASCs injected animal, oedema was persistent during all the 
experiment and required antalgic during all the study in opposition to group 2 but no wet 
or moist desquamation neither necrosis were observed. Clinical evaluation was satisfactory 
until day 93 (Fig. 2F). It was euthanized on day 94 due to the development of hind limb 
paralysis. At this time necropsy revealed an important muscle wasting and an inflammation 
of the spinal cord. 
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DISCUSSION 
Dermis damages following irradiation at dose above 25Gy are severe, including 
stasis or occlusion, oedema of vascular walls and necrosis. Neovascularization also 
appeared to be reduced and fibroblasts may be permanently altered, especially regarding 
the production and maturation of collagen during the acute phases (Tibbs 1997). As the 
dermis is known to derive from mesenchyme, the grafting of BM-MSCs has been proposed 
to prevent/cure such damages in animal models (Francois et al. 2007; Wu et al. 2010) and 
has been evaluated in few patients (Bey et al. 2010; Lataillade et al. 2007). ASCs injection 
may also represent a valuable alternative, as adipose-derived stem cells can be very easily 
harvested in large numbers. ASCs secretome is rich with many paracrine factors such as 
pro-angiogenic and anti-apoptotic factors (Ebrahimian et al. 2009; Rehman et al. 2004) 
contributing to skin regeneration (Zuk 2010). Furthermore, autologous ASCs have been 
shown to favour wound healing in mouse and minipig CRS models (Ebrahimian et al. 2009; 
Forcheron et al. 2012). Nowadays, the autologous MSCs strategy for CRS treatment is 
hampered by the delay induced by cell culture, which is aggravated by the fact that CRS 
diagnosis is frequently delayed many weeks after accidental IR exposure. In this context, 
optimizing ASCs efficiency would be of interest allowing early treatment with autologous or 
allogeneic cells as well as graft size reduction. Indeed our group has reported (Riccobono et 
al. 2012) that unmatched allogeneic ASCs injections do not improve CRS healing in minipig. 
To achieve this goal we proposed a transient gene therapy approach using ASCs transiently 
secreting the Shh morphogene involved in cell proliferation and neoangiogenesis 
(Bambakidis and Onwuzulike 2012). 
The use of a biscitronic plasmid coding for the GFP and Shh allowed control of Shh 
expression by flow cytometry. In this experiment about 25% +/-2 of ASCs were positively 
transfected and expressed Shh which is less than in human [until 76% of transfection 
(Zaragosi et al. 2007)] and requires optimization. Modulating ASCs confluence state for 
example could be of interest. Shh production and secretion had been confirmed by 
western-blot. This, added to the demonstration of a 3 days in situ persistence of grafted 
cells (Forcheron et al. 2012), was the rationale for a day 5 post transfection injection 
schedule. Shh-ASCs injection was well tolerated. Local transient inflammation did not 
appear to be detrimental as the clinical evolution showed both an ultimate improvement 
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of skin repair and pain decrease. We can notice that this inflammatory reaction was less 
painful than in group 2. This may have resulted from the graft size reduction (group3: 18,5 
to 30x106 Shh-ASCs versus group 2:50 x106 for each injection). Alternatively Shh anti-
inflammatory properties such as direct increase of IL10 production (Zhou et al. 2012), or via 
CD4+ activation (Stewart et al. 2002) may have played a role. Interestingly the clinical 
benefit was similar in the groups albeit graft size was reduced in group 3, but this has to be 
confirmed in a larger cohort. Pro-angiogenic activity (Pola et al. 2001) and stimulation of 
stem cells may also have played a role (Bhardwaj et al. 2001; Fan and Khavari 1999).  
 
 
 
 
CONCLUSION 
 In this work, we established the feasibility of transient gene therapy strategy in a 
animal model of CRS. Significant amounts of Shh-ASCs were produced to allow the local 
injection of autologous cells in a first minipig. Tolerance was good. Further studies will 
establish whether such an approach accelerates wound healing when compared with 
unmanipulated cells grafting.      
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FIGURES LEGENDES 
Figure 1: Shh-ASCs analysis. A) Flow cytometric evaluation of GFP cells 2 days after 
transfection; B) Western blot analysis of intra cellular Shh cells content and of Shh secreted 
protein in culture media from day 2 to 9 days after transfection. 
 
Figure 2: Clinical evolution of controls (group 1: A, B), autologous ASCs injected animals: 
(group 2: C, D) and Shh-ASCs injected animal (group 3: E, F) from 55 to 92 days post 
irradiation. 
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III)  DISCUSSION 
 
Le choix des cellules souches dérivées du tissu adipeux comme outil de thérapie 
cellulaire pour le traitement du syndrome cutané radio-induit se fonde sur leur capacité à 
moduler les mécanismes clés de la cicatrisation du tissu cutané (Zuk et al, 2001 ; 
Izadpanah et al, 2006), sur leurs propriétés immunomodulatrices (Cui et al, 2007 ; 
Ivanova-Todorova et al, 2009) ainsi que sur l’accessibilité et l’abondance de leur tissu 
d’origine (Fraser et al, 2006 ; Hass et al, 2011). Bien que plus abondantes que les BM-
MSC, le temps de culture nécessaire pour obtenir des gr ffons de taille clinique peut 
limiter leur utilisation au traitement de patients isolés. Pour pallier cet obstacle, il est 
impératif d’optimiser le potentiel in situ de ces cellules. Notre groupe a ainsi développé 
une stratégie de manipulation ex vivo des cellules souches dans un but de 
production/sécrétion de facteurs trophiques enrichissant leur sécrétome. Les injections 
locales itératives de cellules souches dans la zone irradiée après leur modification 
permettrait la sécrétion de la protéine d’intérêt dans le territoire lésé, stimulant ainsi le(s) 
processus favorisant la régénération cutanée. De plus, l’injection locale des cellules, 
comme réalisée en clinique humaine à l’HIA Percy (Lataillade et al, 2007 ; Bey et al, 
2010b), doit permettre de maximiser l’apport cellulaire in situ, même si l’existence d’un 
tropisme vers les tissus lésés a été documentée après injection systémique (Kern et al, 
2006 ; Salgado et al, 2010). 
 
La protéine choisie pour ce travail de thèse est la protéine Sonic Hedgehog (Shh), 
décrite comme impliquée non seulement dans l’embryogenèse (Capdevila and Johnson, 
2000 ; Chuong et al, 2000) mais également dans la néo-angiogenèse (Pola et al, 2001 ; 
Donahue, 2006 ; Lee t al, 2007 ; Dohle et al, 2010), la prolifération cellulaire (Fan and 
Khavari, 1999 ; Parisi and Lin, 1998 ; Bhardwaj et al, 2001) et l’inflammation (Stewart et 
al, 2002 ; Benson et al, 2004 ; Zhou et al, 2012). 
 
Pour limiter le caractère pro-tumoral (Wicking and McGlinn, 2001 ; Marini et al, 
2011) de la protéine d’intérêt, la modification génétique des ASC doit être transitoire. 
Nous avons ainsi choisi la technique de nucléofection pour introduire directement mais de 
façon non intégrative le plasmide codant pour Shh dans le noyau des ASC. Cette technique 
a été décrite comme une méthode fiable de transfection transitoire (Aluigi et al, 2006 ; 
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Zaragosi et al, 2007). L’absence de vectorisation virale est en effet souhaitable pour une 
utilisation en clinique humaine même si le taux de transfection par des vecteurs viraux 
reste décrit comme plus élevé (Mellott e  al, 2013). L’efficacité de transfection par 
nucléofection est cependant supérieure à celle obtenue avec les agents chimiques, et ce 
dans de nombreux types cellulaires malgré une viabilité moindre. Ce dernier paramètre 
pouvant être un obstacle à l’obtention d’un greffon de taille clinique, il est donc nécessaire 
de pallier cela par une action locale et ciblée des cellules injectées. 
 
La densité cellulaire conditionnant l’efficacité dela transfection, les premiers travaux 
réalisés ont donc porté sur la détermination du niveau de confluence optimal des ASC 
avant transfection pour obtenir un taux de survie maxi al. Nos résultats ont montré que le 
pourcentage de survie maximal des ASC transfectées avec pIRES2 EGFP-Shh était obtenu 
pour une confluence de 90%. Ce résultat n’est pas en accord avec les recommandations 
d’utilisation du fournisseur qui certifiait que, dans le cas de cellules adhérentes, des 
densités cellulaires importantes pouvaient réduire l’efficacité de transfection. Cette 
observation est cependant en accord avec l’étude comparative de Maurisse t al qui 
recommandait, dans le cas des techniques non virales un  évaluation empirique de 
l’efficacité de transfection et de la survie cellulaire, paramètres dépendants du type 
cellulaire et de l’espèce (Maurisse et al, 2010). L’efficacité de transfection de 90% pour 
des cellules souches adhérentes humaines n’a été que de 25 à 35% dans notre étude. Cette 
différence peut s’expliquer par le fait que le tampon de transfection utilisé, de composition 
inconnue, est spécifique des cellules souches humaines et non porcines. Ainsi il est 
possible qu’il y ait eu une forte spécificité d’espèce ou une faible sensibilité des cellules de 
porc. L’utilisation du programme de nucléofection « high efficicency » de 
l’AMAXA™2D, en place du programme « high viability » utilisé dans cette étude, pourrait 
permettre d’accroître l’efficacité de transfection e  déterminant également la densité 
cellulaire optimale permettant un meilleur taux de survie. Par ailleurs, la technique de 
nucléofection a été choisie pour sa sécurité et l’en ré  du matériel génétique dans le noyau 
(sans intégration au génome), permettant ainsi une très bonne expression du plasmide. 
Cependant bien que les études comparatives montrent actuellement une efficacité moindre 
des méthodes de transfection lipidique, de nouveaux réactifs et techniques basés sur les 
propriétés des composés liposolubles telles que les nanoparticules lipidiques semblent 
prometteurs et devront être envisagés (Apaolaza et al, 2014 ; Pensado et al, 2014 ; 
Vankayala et al, 2014 ; Wang et al, 2014). Il sera également intéressant d’anticiper les 
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pertes cellulaires occasionnées par les étapes de décollement, en augmentant sensiblement 
le nombre d’ASC en culture.  
 
La détection par western-blot de la protéine Shh après transfection a permis de mettre 
en évidence une présence intracellulaire transitoire de la protéine d’intérêt (dès J2 post-
transfection) avec une augmentation croissante de la sécrétion de Shh pendant 9 jours dans 
le milieu de culture. Pour optimiser l’action i  situ du greffon ASC-Shh, il est nécessaire 
que la sécrétion de cette protéine soit en phase croissante au moment de l’administration. 
Les résultats obtenus par Forcheron et al ont mis en évidence que les ASC injectées 
localement étaient détectées jusqu’à quatre jours après greffe au niveau du site 
d’administration (Forcheron et al, 2012). Ces résultats in vivo combinés à nos résultats sur 
la cinétique de sécrétion de Shh par les ASC-Shh in vitro, nous ont permis d’établir un 
intervalle de temps optimal entre la transfection et l’injection des cellules (Tableau VII). 
Afin d’évaluer l’effet bénéfique des ASC-Shh sur le développement du SCR, nous avons 
choisi de transfecter les ASC cinq jours avant leurinjection. Selon le plan expérimental 
d’injection (Figure 21, §partie 1), les ASC-Shh implantées localement dans la zone lésée 
devraient ainsi avoir un potentiel de sécrétion de Shh maximal et transitoire pendant 
environ quatre jours. Cette courte période d’implantation du greffon et de sécrétion 
empêchera une action prolongée de Shh dans un contexte inflammatoire aigu minimisant le 
risque d’une potentielle iatrogénie. En effet, bien que Shh ait été décrite comme un facteur 
anti-inflammatoire, elle est également impliquée dans le processus évolutif de la 
dérégulation inflammatoire lors de la tumorigenèse (cancer gastrique et pancréatique) 
(Morton and Lewis, 2007 ; Sherman and Zavros, 2011). 
 
Tableau VII : Tableau récapitulatif 
des résultats d’optimisation du 
protocole de thérapie génique in vitro. 
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Pour évaluer in vivo le potentiel thérapeutique de l’injection d’ASC-Shh dans le 
traitement du syndrome cutané radio-induit, des injections locales itératives ont été 
évaluées sur le modèle miniporc précédemment utilisé par notre groupe. Les résultats ont 
été comparés à ceux préalablement obtenus chez des animaux témoins irradiés et des 
animaux irradiés traités par des injections locales répétées d’ASC autologues (Forcheron et 
al, 2012). Un premier animal a été mis en expérimentatio  pour étudier la tolérance au 
traitement. 
On note tout d’abord une très bonne tolérance au tritement sans perte d’appétit de 
l’animal ou d’altération de l’état général. Par ailleurs, suite aux premières injections 
d’ASC-Shh (à J25 et J46 post irradiation ; Figure 21, §partie 1), une courte phase 
inflammatoire locale dans la zone d’administration des cellules est apparue, qui ne semble 
pas liée à la sécrétion i situ de Shh car également observée chez les animaux ayant reçu 
les ASC autologues non manipulées. Une activité anti-inflammatoire de Shh dans certains 
contextes tels que la pancréatite aiguë a d’ailleurs été rapportée (Zhou et al, 2012), 
diminuant ainsi la possibilité d’une action pro-inflammatoire induite par Shh. Cette phase 
inflammatoire n’apparait par ailleurs pas délétère pour l’évolution cicatricielle, et semble 
même bénéfique comme observé après les injections d’ASC autologues. 
Cliniquement, au point d’arrêt de l’étude, l’animal recevant les ASC-Shh présentait une 
cicatrisation des lésions sans douleur ni développement de nécrose similaire à celle 
observée avec les ASC autologues. On note un défect sous cutané correspondant à une 
fibrose des tissus plus importante que celle observée chez les animaux recevant des ASC 
autologues. Cette différence peut s’expliquer par la quantité deux fois plus faible de 
cellules injectées à chaque greffe. En effet seules 25+/-7% des cellules injectées 
exprimaient Shh, et l’animal a reçu quatre injections itératives de 25+/- 7.106 versus 
50.106pour les greffons autologues. Ce résultat qui devra être confirmé (sur des miniporcs 
greffé de façon itérative avec 25x106 d’ASC autologues non manipulées), suggère que 
l’efficacité in vivo des ASC a été accrue par leur capacité à produire localement Shh. Pour 
confirmer cet effet, il serait de plus, important de comparer la qualité du réseau vasculaire 
de la lésion et le taux de prolifération des celluls endothéliales chez les animaux irradiés-
greffés par des ASC autologues versus des ASC-Shh. Cette étude permettrait de confirmer 
que Shh a eu une action ciblée in situ. 
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 L’ensemble de cette première étude préclinique réalisée sur un miniporc a permis 
de confirmer la faisabilité de la stratégie d’une thérapie génique transitoire fondée sur 
l’optimisation des ASC par manipulation ex vivo pour le traitement du SCR. Il est 
cependant nécessaire de confirmer l’effet observé en augmentant la cohorte d’animaux 
pour réaliser une analyse statistique et d’évaluer l’effet d’injections d’ASC-Shh de taille 
croissante. Globalement une meilleure compréhension des mécanismes d’actions des ASC 
manipulées ou non reste cependant requise pour optimiser la manipulation des ASC. Cette 
recherche a fait l’objet du troisième volet de notre travail de thèse. 
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 PARTIE III : ETUDE MECANISTIQUE DE LA 
MODULATION DE LA REPONSE 
CELLULAIRE A L’IRRADIATION PAR LES 
ASC/ASC-SHH. IMPLICATION D’UNE 
ACTIVITE PRO-ANGIOGENIQUE  
 
La capacité des cellules souches d’origine adipocytaire (ASC) à moduler les 
processus de cicatrisation et de régénération tissula re semble, pour la plupart des auteurs, 
impliquer principalement des mécanismes sécrétoires (Chamberlain et al, 2007) même si le 
rôle des processus de transdifférenciation reste à préciser. Les ASC représentent par là 
même, un médicament cellulaire innovant. Leur optimisation par manipulation ex vivo 
dans le but d’introduire un matériel génétique codant pour une protéine sélectionnée 
permettrait d’enrichir leur sécrétome en ciblant dans notre problématique les processus 
biologiques clés du traitement du SCR : immunomodulation, stimulation de l’angiogenèse 
et de la prolifération cellulaire (Kim et al, 2013). Ces processus étant communs à la 
tumorogenèse, il n’apparaît pas souhaitable de prolonger dans le temps leur activation ce 
qui constitue le fondement d’une approche de thérapie génique transitoire, c'est-à-dire sans 
intégration du matériel génétique dans le génome lors de la transfection (Zaragosi et al, 
2007). La première protéine candidate évaluée dans notre travail est la protéine Sonic 
Hedgehoh (Shh) sélectionnée pour son implication das l  prolifération cellulaire et la 
néoangiogenèse (Bambakidis and Onwuzulike, 2012). 
Dans notre étude nous avons choisi dans un premier vol t d’étudier tout particulièrement la 
réponse des fibroblastes après irradiation aux traitements par le sécrétome des ASC et 
ASC-Shh. Cette composante clé du tissu dermique subit en effet un stress biologique 
intense lors de l’irradiation. Cette réponse a été évaluée en terme de  
• lutte contre le stress oxydant 
• réparation des dommages à l’ADN 
• survie cellulaire 
• réponse inflammatoire 
• sécrétion de facteurs pro-angiogéniques 
 
Dans un deuxième volet nous avons choisi d’évaluer l’activité pro-angiogénique des ASC 
et des ASC-Shh in vivo dans un modèle murin de Matrigel™ chargé avec ces cellules. Une 
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évaluation de la quantité d’hémoglogine présente dans ces Matrigel ™ ainsi qu’une 
analyse immunohistochimique pour mettre en évidence la présence de cellules 
endothéliales fonctionnelles ont été réalisées. 
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I)  MATERIELS ET METHODES 
I.A)  Evaluation de l’effet des milieux conditionnés sur des 
fibroblastes porcins irradiés 
 
I.A.1) Culture des fibroblastes dermiques de miniporcs 
 
Les cellules utilisées sont des fibroblastes de miniporcs Göttingen (Ellegaard, 
Dalmose, Danemark) obtenus à partir de prélèvements cutanés. Le derme et l’endoderme 
ont été isolés de l’épiderme puis dilacérés au scalpel. Les fragments obtenus ont été 
déposés dans des flasques de 25 cm2 en présence de DMEM glutaMAX (Invitrogen Life 
Technologies, Carlsbad, USA) contenant 10% de SVF décomplémenté, 100 U.mL-1 de 
pénicilline, 100 µg.mL-1 de streptomycine, 2,5 µg.mL-1de fungizone (Invitrogen Life 
Technologies, Carlsbad, USA) et incubés à 37°C sousatmosphère humide à 5% de CO2. 
Les cellules commencent à s’expandre autour des explants après deux à trois jours de 
culture. A confluence, elles ont été décollées avec 1 ml de trypsine-EDTA et Versène (v/v) 
(Gibco-Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) pendant 5 min à 37°C. La trypsine a été 
inactivée par 2 mL de RPMI contenant 10% de SVF décomplémenté. Après centrifugation 
à 400g pendant 10 min à 18°C, le culot cellulaire a été repris dans 2 mL de milieu DMEM 
et les cellules ont été ensemencées en flasques de 150 cm2 (6 600 cellules/cm2). Les 
fibroblastes ont ensuite été cultivés dans le même milieu que précédemment (sans 
fungizone), renouvelé tous les deux jours. Les fibroblastes prélevés étaient issus de trois 
miniporcs. 
Pour obtenir une quantité de cellules suffisante pour l’étude, les fibroblastes dont le temps 
de doublement est de 24 à 30 heures ont été mis en culture six semaines avant l’irradiation.  
 
 
 
I.A.2) Protocole expérimental 
 
I.A.2.a) Production de milieux conditionnés 
 
Un milieu conditionné se définit comme un milieu contenant les facteurs libérés par 
des cellules en culture. Il est composé des protéines secrétées par la voie classique de 
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l’appareil de Golgi et du réticulum endoplasmique ainsi que des protéines libérées depuis 
la surface cellulaire et des protéines intracellulaires excrétées par des vésicules 
extracellulaires (VE) (exosomes et microvésicules) (Katsuda et al, 2013). 
Pour obtenir des milieux conditionnés (MC), sept jours avant l’irradiation des 
fibroblastes, des ASC ont été réensemencées ou transfectées par Shh (ASC-Shh) et mises 
en culture en milieu MEMα (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA) supplémenté 
avec 10% de SVF, 100 U.mL-1 de pénicilline et 100 µg.mL-1 de streptomycine (Figure 31). 
 
Figure 31 : Schéma récapitulatif de la chronologie expérimentale. 
Les fibroblastes ont été prélevés et mis en culture six  semaines avant l’irradiation. Une semaine avant celle-
ci, les milieux conditionnés ont été préparés par réensemencement des ASC pour les MC-ASC ou transfection 
des ASC par le plasmide codant pour Shh pour les MC-AS -Shh. 
Après l’irradiation, les milieux de culture des fibro lastes ont été aspirés et remplacés par les MC. A 
différents temps post-irradiation les échantillons cellulaires ont été recueillis. 
 
 
 
Nous avons étudié trois milieux conditionnés différents pour la culture des fibroblastes 
irradiés : 
• un milieu conditionné produit par des ASCs (MC-ASC) cultivées en milieu MEMα 
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA) supplémenté avec 10% de SVF, 
100 U.mL-1 de pénicilline et 100 µg.mL-1 de streptomycine 
• un milieu conditionné produit par des ASCs transfecté s par Shh (MC-ASC-Shh) 
cultivées en milieu MEMα (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA) 
supplémenté avec 10% de SVF, 100 U.mL-1 de pénicilline et 100 µg.mL-1 de 
streptomycine 
Partie III : Mécanismes d’action du sécrétome des ASC(-Shh) et implication dans l’angiogenèse 
 
Diane Riccobono/ Thèse d’Université 2014/ Grenoble  193 
• un milieu standard DMEM glutaMAX (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, 
USA) supplémenté en SVF 10%, 100 U.mL-1 de pénicilline et 100 µg.mL-1 de 
streptomycine (Milieu Témoin) 
Selon les paramètres étudiés, un contrôle négatif a été réalisé et défini dans ce travail 
comme : contrôle non irradié. Il était constitué de fibroblastes n’ayant subi aucune 
irradiation, cultivés dans du DMEM glutaMAX (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, 
USA) supplémenté en SVF 10%, pénicilline et streptomycine. 
 
Le jour de l’irradiation des fibroblastes, les milieux conditionnés par les ASC (MC-
ASC) et par les ASC-Shh (MC-ASC-Shh) ont été obtenus en récupérant les surnageants 
après centrifugation (400g pendant 10 min à 18°C). 
Après l’irradiation, le milieu de culture des fibrolastes a été aspiré et remplacé par les 
différents milieux conditionnés : MC-ASC, MC-ASC-Shh et milieu témoin, à raison de 
1 ml ou 500 µl respectivement dans les puits des plaques 6 ou 24 p its. 
Ce protocole est résumé dans la figure 32. 
 
 
 
 
Figure 32: Protocole expérimental d’étude des effets des milieux conditionnés par des ASC ou 
des ASC-Shh sur des fibroblastes irradiés.  
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I.A.2.b) Irradiation 
 
Sept jours après la transfection/réensemencement des ASC (qui permettent la 
production des milieux conditionnés), les fibroblastes ont été irradiés en plaques 6 ou 
24 puits à la dose de 25 Gy (débit de dose : 1,4 Gy/min, source Cs137) dans un irradiateur 
auto-protégé IBL-637 (CIS BIO, Saclay, France).  
Immédiatement après irradiation, le milieu de culture a été éliminé et remplacé par les 
milieux conditionnés à évaluer et le milieu témoin (Figures 31 et 32). 
 
 
I.A.2.c) Choix des paramètres évalués 
 
Les effets des milieux conditionnés sur les fibroblastes irradiés ont été évalués sur 
les principales conséquences biologiques de l’irradiation : la variation du statut rédox, les 
dommages à l’ADN, la mort cellulaire et l’adaptation de l’expression génique des cellules. 
 
Les effets directs et indirects des rayonnements ioni ants par dépôt d’énergie dans 
la cellule ont été évalués par une étude des dommages à l’ADN (de 30 min à 24 h post-
irradiation) et de la variation de concentration des espèces réactives de l’oxygène (ERO). 
 
En radiobiologie, la mort cellulaire se définit par une perte des capacités de 
prolifération des cellules irradiées. L’analyse de la survie cellulaire a donc compris l’étude 
de la mort clonogénique à J14 post-irradiation (temps nécessaire pour six doublements de 
population de fibroblastes), de l’apoptose (réaction précoce), et de la sénescence qui est 
une mort cellulaire dite « tardive » après irradiation.  
 
L’adaptation des cellules au stress passe également par une modification 
d’expression génique qui a été étudiée de 6 à 48 heures post-irradiation. 
Le tableau suivant illustre les différents paramètres étudiés (Tableau VIII). 
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Tableau VIII: Evaluation des effets des milieux conditionnés sur les fibroblastes irradiés. 
Les différents effets des milieux conditionnés ont été évalués à différents temps post irradiation en fonction de 
leur cinétique de survenue. 
 
 
 
 
 
I.A.3) Evaluation des espèces réactives de l’oxygène dans les 
fibroblastes porcins après irradiation 
 
 Pour se protéger des effets toxiques de l’oxygène, les cellules développent des 
systèmes de défense qui permettent de réguler la production des espèces réactives de 
l’oxygène. Ces systèmes sont composés d’antioxydants (e.g : le groupe des vitamines A, C 
et E), d’oligo-éléments et de protéines qui empêcheront le fer de déclencher une production 
d’ERO. Des enzymes protéolytiques dont le rôle consiste à dégrader les substrats oxydés, 
complètent cet arsenal. De plus, en fonction de sonenvironnement et de ses 
caractéristiques génomiques, la cellule n’aura pas le même potentiel anti-oxydant. Le stress 
oxydant se définit comme étant le résultat d’un déséquilibre entre la balance des pro-
oxydants et les systèmes de défense (antioxydants) (Delattre et al, 2007). Le potentiel 
antioxydant des fibroblastes irradiés a été évalué dans les groupes expérimentaux 
précédemment définis par trois techniques :  
• La méthode de FRAP (ferric-reducing anti-oxidant power) 
• La mesure de l’activité de la glutathion peroxydase (GPx) 
• Le dosage des protéines à groupement thiols  
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I.A.3.a) Préparation des lysats cellulaires 
 
Trois jours avant irradiation, les fibroblastes ontété ensemencés dans des plaques 
6 puits à la concentration de 250 000 cellules/puits. Après irradiation, le milieu a été 
remplacé par les milieux conditionnés (MC-ASC, MC-ASC-Shh et Milieu Témoin). A 
30 minutes, 6 heures, 24 heures et 48 heures post-irradiation le statut du stress oxydant des 
fibroblastes a été évalué. A chaque temps étudié, les cellules ont été collectées, transférées 
dans un tube en polypropylène à fond conique, et centrifugées à 400g pendant 10 minutes à 
18°C. Le surnageant a été retiré et le culot cellulaire resuspendu dans 5 ml d’une solution 
isotonique composée de 0,4 M de Trizma Base (WM 121,4) dans de l’H2Od ajustée à pH 
7,3 avec du HCl puis dilué 2 fois. La suspension a été centrifugée à 400g pendant 5 min à 
4°C. Le surnageant a été éliminé et l’opération renouvelée 2 fois. Pour chaque condition un 
comptage des cellules a été effectué sur cellule de Malassez et les culots secs ont été 
stockés à -80°C. 
Une lyse cellulaire a été réalisée par 5 chocs thermiques congélation/décongélation 
successifs. La congélation s’effectue dans l’azote liquide à -80°C (2 min) et la 
décongélation dans un bain marie à 40°C (5 min). La quantification des protéines totales a 
été effectuée comme décrit précédemment (§Partie 2 : I.A.7.b) Dosage des protéines 
totales). La mesure de la réduction ferrique, l’activité de la GPx et le dosage des 
groupements thiols ont été réalisés en utilisant l’automate Hitachi 912 (Hitachi, Roche 
diagnostics, Almere ; Pays-Bas) en déposant 10 à 20 µl de lysat cellulaire.  
 
 
I.A.3.b) Test du Ferric Reducing Anti-oxidant Power ou Ferric 
Reducing Ability of Plasma (FRAP): 
 
La méthode FRAP est un dosage colorimétrique du transfert d’électrons qui évalue 
la réduction du fer (passage de la forme ferrique à f rreux) en présence d’un antioxydant. 
Une molécule contenant du fer change de couleur lorsqu’elle est réduite, permettant une 
quantification par spectrophotométrie. Les avantages de cette méthode sont sa simplicité et 
sa rapidité. L’inconvénient de cette méthode est qu’elle n’est pas capable de détecter les 
protéines ou les composés contenant le group -SH, incluant les thiols, qui peuvent 
transférer l'hydrogène. Le test FRAP sous-estime ainsi souvent l'activité antioxydante 
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(Schlesier et al, 2002 ; Pellegrini et al, 2003). L’étude du statut du stress oxydatif des 
fibroblastes a donc été renforcée par le dosage des groupements thiols.  
Le test du FRAP donne une indication sur le pouvoir réducteur, et donc anti-oxydant, 
global d’une cellule.  
Cette méthode développée par Benzie et al en 1996 se base sur la réduction d’un complexe 
tripyridyltriazine ferrique [(Fe3+TPTZ)2] en un complexe tripyridyltriazine ferreux 
[(Fe2+TPTZ)2] par un antioxydant, à pH acide (pH=3,6) (Benzie and Strain, 1996). La 
réduction du complexe ferrique en complexe ferreux st détectée par l’apparition rapide 
d’une coloration bleu intense avec un maximum d’absorption à 593 nm. 
La quantification par spectrométrie a été réalisée sur 10 µl de lysat cellulaire auxquels ont 
été ajoutés 10 µL d’une solution de travail produite en extemporané, composée d’un 
tampon d’acétate de sodium, d’une solution de TPTZ et de chlorure de fer (composition en 
annexe 9). Le mélange a été incubé à 37°C pendant 30 min puis analysé dans l’automate 
Hitachi 912 (Roche diagnostics, Almere, Netherlands) pour lecture à 595 nm et une 
gamme d’étalonnage a été réalisée avec du fer ferreux (Fe2+). Les résultats sont exprimés 
en EC1 (µM.L-1) qui se définit comme la concentration en anti-oxidant ayant une capacité 
de réduction du fer ferrique équivalent à 1 mM de sel ferreux, rapportée à la quantité de 
protéines (g.L-1) soit en EC1/g (µM.g-1). 
 
 
I.A.3.c) Dosage des groupements thiols protéiques 
 
Les groupements thiols (-SH) ont des propriétés réductrices en interagissant avec 
les radicaux hydroxyles et en réparant les radicaux centrés sur le carbone. Ce sont des 
mécanismes non enzymatiques de lutte contre le stress oxydant. Leur dosage est un 
marqueur sensible de non oxydation des protéines. Ainsi une diminution du taux de 
groupement thiols reflètera un état oxydatif des cellules. 
 
Cette technique colorimétrique repose sur les propriétés réductrices des 
groupements -SH (Favier et al, 2014). En présence des groupements thiols, les ponts 
disulfures contenus dans le réactif d’Ellman ou DTNB (bis-5,5’-dithio-bis (2-nitrobenzoic 
acid) vont être réduits et former des dérivés thiols aromatiques fortement colorés.  
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A 20 µl d’échantillon, 330 µl de tampon phosphate (0,05 mmol.L-1 à pH8) et 33 µl de 
réactif d’Ellman ont été ajoutés. Une  lecture à 415 nm a été effectuée avec l’automate 
Hitachi 912 (Roche diagnostics, Almere, Pays Bas). 
La concentration de groupement thiols est exprimée en U.L-1 et rapporté à la quantité de 
protéines totales mesurée (U.g-1). 
Le dosage des groupements totaux tels qu’il a été réalisé correspond essentiellement aux 
dosages des groupements thiols protéiques portés par les cystéines. Toute diminution 
traduit une oxydation des groupements –SH en S-S et donc une altération oxydative des 
protéines. 
 
 
I.A.3.d) Activité glutathion peroxydase 
 
La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme séléno-d pendante dont le rôle 
principal est d’éliminer les peroxydes lipidiques résultant de l’effet du stress oxydant sur 
les acides gras polyinsaturés. 
Le dosage de la glutathion peroxydase est effectué à partir de la formule suivante décrite 
par Paglia et al (Paglia and Valentine, 1967): 
Le principe du dosage repose sur la réaction couplée entre la GPx et la glutathion 
réductase (GR). La GPx catalyse l’oxydation du glutathion réduit (GSH) par 
l’hydroperoxyde de cumène. En présence de GR, et de NADPH (Nicotinamide Adenine 
Dinucleotide Phosphate), le glutathion oxydé est immédiatement converti dans sa forme 
réduite simultanément à l’oxydation de NADPH en NADP+. L’activité de la GPx est ainsi 
déterminée par la mesure de la disparition du NADPH par spectrométrie à 340 nm. 
Le Kit RANSEL (Randox laboratories ; Crumlin, Royaume unis) a été utilisé en suivant les 
instructions du fournisseur [18] pour le dosage des échantillons sur l’automate Hitachi 912 
(Roche diagnostics, Almere, Pays-bas). 
La concentration de GPx est exprimée en U.L-1 et rapportée à la quantité de protéines 
totales mesurée (U.g-1). 
GPx 
ROOH+2GSH→GSSG+ ROH+H2O 
↓ 
GR 
  2GSSH+NADPH+H+→ 2GSH+NADP 
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I.A.4) Evaluation des dommages à l’ADN des fibroblastes porcins 
après irradiation 
 
Comme pour l’analyse des ERO, les fibroblastes ont été ensemencés 3 jours avant 
l’irradiation en plaques 6 puits (250 000 cellules/puits) pour étudier les atteintes de l’ADN. 
Le test des « Comètes » ou SCGE (Single Cell Gel Elctrophoresis assay) a été réalisé 
(Annexe 10). Ce test permet de déterminer le taux de cassures d’ADN et ce, de façon 
relativement homogène au sein d’une même population cellulaire irradiée (Olive, 2009). Il 
mesure sur microgel d’agarose les cassures induites dir ctement par l’agent génotoxique et 
indirectement lors des processus enzymatiques de réparation des dommages ou lors de 
processus secondaires de fragmentation de l’ADN tel qu  l’apoptose. L’évaluation des 
dommages à l’ADN a été réalisée aux temps précoces post-irradiation, 30 minutes, 
6 heures et 24 heures. 
 
Le milieu de culture a été éliminé et les fibroblastes récoltés comme décrit 
précédemment (§Partie 3 : I.A.1) Culture des fibroblasres dermiques de miniporcs). Après 
centrifugation à 400g pendant 10 min à 18°C, le surnageant a été aspiré et le culot repris 
puis aliquoté par 100 µl (PBS 1X) à une concentration de 300 000 cellules/ml. 90 µl de la 
suspension cellulaire ont été mélangés à 90 µl de gel d’agarose low melting à 1,2% (w/v) et 
déposés sur une lame de microscopie. Une lamelle a été posée sur la préparation et 
l’assemblage placé 10 min à 4°C à plat et à l’abri de la lumière. Les différentes conditions 
ont été testées en même temps. 
Les lamelles ont été retirées et les cellules lysées par incubation 10 min à 4°C à l’abri de la 
lumière dans  une solution contenant 1% de N-lauroylsarcosine de sodium, 2,5 M NaCl, 
100 mM Na2EDTA, 10 mM Tris–HCl, 1% Triton X-100 et 10% DMSO, pH=10. Cette 
étape entraîne la destruction des membranes, des protéines et des ARN permettant de 
libérer les noyaux. Ceux-ci ont ensuite été incubés 1 heure à 4°C à l’abri de la lumière, 
dans un tampon d’électrophorèse basique constitué de 1 mM Na2EDTA et 300 nM NaOH, 
pH>13. Ce tampon basique facilite la dénaturation, la détorsion de l’hélice et l’exposition 
des sites sensibles aux agents alcalins. L’ADN ainsi relâché a été soumis à une 
électrophorèse (Tension 25 V, 300 mA), pendant 30 minutes. La migration a ensuite été 
neutralisée par un rinçage des lames dans un tampon constitué de 0,4 M Tris–HCl, pH=7,5 
et une incubation de 1 min dans de l’éthanol absolu à 4°C à l’abri de la lumière. L’ADN a 
été révélé par addition sur les lames de 50 µl d’un intercalant fluorescent (le bromure 
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d’éthidium à 20 µl/ml). Si l’ADN n’a pas été endommagé celui-ci reste sous forme d’une 
sphère compacte. En revanche si l’ADN a été endommagé celui-ci présentera en plus, des 
fragments simples et doubles brins (plus légers) qui migreront en dehors de cette sphère 
formant un « halo » d’ADN qui s’étire en direction de l’anode décrivant la queue de la 
comète (exemple Figure 33). Deux propriétés sont importantes pour déterminer la 
migration de l’ADN : (1) la capacité de l’ADN à migrer qui est fonction de sa taille et donc 
du nombre de cassures, (2) la longueur de la queue d  la comète qui augmente avec le 
nombre de cassure. 
 
La lecture des lames a été réalisée par microscopie à fluorescence (Leitz Laborluc, 
Leica, Allemagne), couplée à une caméra HITACHI DENSHI (KP.ME1E/K-S10 Hitachi, 
Denschi, Japon) à un grossissement x400. Pour chaque échantillon réalisé en triplicat, 
50 photos ont été traitées individuellement par le logiciel COMET4Software [19] mesurant 
la largeur nucléaire et l’ampleur de la migration des fragments d’ADN qui permettent de 
calculer le «  tail moment », comme illustré ci-dessous (Figure 33). 
Le « tail moment » est une unité relative tenant compte du pourcentage d’ADN contenu 
dans la queue de la comète et de sa longueur. 
 
 
 
 
 
Figure 33 : Exemple de résultats de test SCGE et valeurs permettant de déterminer le tail 
moment. 
Figure réalisée d’après [20]. 
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I.A.5) Evaluation de la survie des fibroblastes dermiques porcins après 
irradiation 
 
I.A.5.a) Pouvoir de prolifération des fibroblastes irradiés 
 
La capacité des fibroblastes irradiés à former des colonies (CFU-F) à partir d’une 
cellule initiale a été évaluée par ensemencement das es flasques de 75 cm2 à faible 
densité. Les fibroblastes irradiés, ont été ensemencés à raison de 10 000 par flasque 
(130 cellules/cm2) 48 h avant l’irradiation dans du DMEM glutaMAX supplémenté avec 
10% de SVF décomplémenté, 100 U.mL-1 de pénicilline et 100 µg.mL-1 de streptomycine. 
Après irradiation des fibroblastes en flasque, les milieux ont été remplacés par les MC 
étudiés puis incubés à 37°C sous atmosphère humide à 5% de CO2. Un contrôle 
(fibroblastes non irradiés) a été réalisé : 100 fibroblastes non irradiés ont été ensemencés 
dans une flasque avec du milieu de culture classique (DMEM glutaMAX supplémenté avec 
10% de SVF décomplémenté, 100 U.mL-1 de pénicilline, 100 µg.mL-1 de streptomycine) et 
incubés à 37°C sous atmosphère humide à 5% de CO2. 
Un comptage du nombre des CFU-F à J14 post-irradiation  été effectué au microscope 
optique après aspiration du milieu de culture, lavage au PBS et incubation pendant 
quelques secondes dans une solution de cristal violet (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) 
qui permet de révéler les cellules. Une colonie était considérée en tant que telle à partir de 
64 cellules (6 divisions). 
Chaque condition a été réalisée en triplicat. 
 
 
I.A.5.b) Apoptose/ nécrose 
 
Pour étudier le phénomène d’apoptose et de nécrose, le  fibroblastes ont été 
ensemencés en triplicat en plaques 24 puits (50 000 cellules/puits) trois jours avant 
irradiation. 
La mort cellulaire par apoptose implique l’activation en cascade d’enzymes 
protéolytiques : les caspases et la nécrose se caractérise notamment par une 
perméabilisation de la membrane et une libération des composants cellulaires. L’étude de 
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l’apoptose et de la nécrose des fibroblastes irradiés a été réalisée 30 min, 3 h, 6 h et 24 h 
après l’irradiation respectivement en analysant l’activ tion des caspases et en détectant les 
résidus aminés libres à l’extérieur et à l’intérieu des cellules mortes, conséquence de 
l’augmentation de la perméabilité. 
 
Pour évaluer la mort cellulaire par nécrose, nous avons utilisé le kit LIVE / DEAD® 
fixable Red Dead Cell Stain (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA). Ce test est 
basé sur la réaction du colorant fluorescent qui réagit avec les résidus aminés cellulaires. 
Dans notre étude le colorant fluorescent (L23102), peut passer à travers la membrane des 
cellules nécrotiques et réagir avec les résidus aminés ntracellulaires ou présents à la 
surface de la cellule, entraînant une coloration fluorescente intense. En revanche, pour les 
cellules viables, seuls les résidus aminés à la surface peuvent réagir avec le colorant, 
entrainant une coloration relativement faible. Les fibroblastes récoltés dans chaque 
condition de culture ont été marqués avec 1 µl de Red Live red, et incubés 20 minutes à 
température ambiante à l’abri de la lumière. 
Les cellules ont ensuite été co-marquées pour évaluer la mort cellulaire par apoptose avec 
le Kit FAM-FLICA apoptosis (ImmunoChemistery Technologies, Bloomington, USA) en 
suivant les instructions du fournisseur [21]. Des sondes FLICA (Fluorochrom Labeled 
Inhibitor of Caspases) qui pénètrent dans la cellule et se fixent par liaisons covalentes aux 
résidus de cysteine spécifique de ces caspases activées ont été utilisées pour marquer ces 
protéines. Après marquage, les cellules ont été recueillies dans des tubes en polyester de 
5 ml, conservées à 4°C à l’abri de la lumière avant d’ê re analysées par CMF avec un 
cytomètre BD LSR II (BD Biosciences, San José, USA). Pour pouvoir utiliser 
simultanément deux fluorochromes, leurs spectres d'émission doivent se chevaucher le 
moins possible. La détection des cellules mortes via le marquage avec le réactif fluorescent 
L23102 du kit Live Dead Fixable Red Dead s'effectue à une longueur d'onde d'émission de 
615 nm (dans le canal de l’APC). La détection des cellules apoptotiques (positives pour les 
caspases activées) a été réalisée en utilisant la carboxyfluorescéine (FAM) réactif du 
FLICA (longueur d'émission de 515 à 525 nm ; canal du FITC).  
L’acquisition des données a été effectuée avec le logiciel BD FACS Diva 6.0 (BD 
Biosciences, San José, USA). 
Un contrôle positif de validation de cette technique a été réalisé sur des fibroblastes 
cultivés dans du DMEM supplémenté avec 10% de SVF : et incubés pendant 48 h avec 
10 µM d’etoposide, un inhibiteur de la topoisomérase 2, inducteur d’apoptose. 
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I.A.5.c) Sénescence 
 
Les dommages à l’ADN causés par le stress oxydatif peuvent entrainer une 
sénescence précoce des cellules exposées (Naka et l, 2004). La sénescence est 
caractérisée par une incapacité de multiplication, une morphologie cellulaire élargie, une 
production de molécules inflammatoires et une augmentation caractéristique du contenu 
lysosomal et notamment de la β-galactosidase. L’analyse de l’activité de cette enzyme à 
pH 6 est un marqueur spécifique des cellules en sénesce ce, absent dans les cellules pré-
sénescentes, quiescentes ou les cellules immortalisées. (Dimri et al, 1995 ; Itahana et al, 
2007).  
 
Dans ce travail, pour étudier la sénescence, les fibroblastes ont été ensemencés en 
plaques 6 puits en triplicat 3 jours avant irradiation (250 000 cellules/puits). 
L’effet des différents milieux conditionnés sur la sénescence des fibroblastes a été évalué 
de 6 h à 96 h post-irradiation à l’aide du kit Senescence β-galactosidase Staining Kit (Cell 
Signaling Technology, Danvers, USA) en suivant les instructions du fournisseur [22]. Pour 
chaque puits, 5 champs ont été observés par microscopie optique (grossissement ×200) et 
le pourcentage de cellules β-galactosidases positives (colorées en bleues) a été déterminé. 
 
 
 
I.A.6) Etude de l’expression génique des fibroblastes porcins après 
irradiation 
 
Pour étudier l’expression des ARNm d’intérêt, les fibroblastes ont été ensemencées 
en plaques 6 puits à raison de 250 000 cellules/puit , en triplicat trois jours avant 
l’irradiation. 
L’objectif de ces expérimentations était d’analyser les variations d’expression des 
ARN messagers de plusieurs gènes en fonction des différentes conditions de culture des 
fibroblastes à différents temps post-irradiation : 30 min, 6 h, 24 h et 48 h. Pour ce faire, la 
technique de la Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) ou RT-PCR 
quantitative en temps réel a été utilisée. Cette technique repose sur la quantification 
relative de l’expression d’un gène cible par rapport à un ensemble de gènes de référence 
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(gènes de ménage) dont la stabilité est démontrée. Il s’agit ensuite de comparer les 
variations de ce ratio dans les différentes conditions étudiées. 
 
 
I.A.6.a) Extraction des ARN totaux 
 
Pour chaque condition expérimentale, après lavage au PBS 1X, les fibroblastes ont 
été lysés dans 350 µL de Tampon RLT (contenant de la guanidine  isothiocyanate; Qiagen, 
Courtaboeuf, France). Après centrifugation, une extraction des ARN totaux a été effectuée 
à partir du surnageant chargé dans un automate QIACube (Qiagen, Courtaboeuf, France) 
en utilisant le RNeasy Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) selon les instructions du 
fournisseur [10]. Les ARN totaux, chargés négativement à pH acide par le thiocynate de 
guanidine sont retenus sur une colonne de silice chargée positivement puis élués dans un 
volume final de 50 µL. La quantité d’ARN extraite a été déterminée en mesurant 
l’absorbance à 260 nm à l’aide d’un spectrophotomètre (ND-1000 ; Labtech, Palaiseau, 
France). La pureté des échantillons a été évaluée par l s rapports 260/230 et 260/280 nm. 
 
 
 
I.A.6.b) Transcription inverse 
 
La rétrotranscription a été réalisée à l’aide du Reverse Transcription Core Kit 
(Eurogentec, Seraing, Belgique), selon les instructions du fournisseur [23].  
Cette étape était effectuée à partir de 300 ng d’ARN totaux, avec 50 µM d’amorces 
oligo d(T), 2.5 mM de dNTP, 20 U.µL-1 d’inhibiteur des ribonucléases et 50 U.µL-1 de 
transcriptase inverse (Euroscript RT ; Eurogentec, S raing, Belgique) pour un volume final 
de 15 µL.  
Après une phase initiale de 10 min dans un bain-Marie à 25°C, la reverse transcription 
s’est déroulée à 48°C (bain-Marie) pendant 30 min. La transcriptase inverse a été inactivée 
par la chaleur (5 min en bain sec à 95°C). Les solutions d’ADNc obtenues pour chaque 
échantillon ont été diluées au 1/2 dans de l’eau (H2O Light Cycler Fast start DNA ; Roche, 
Mannheim, Allemagne) et conservées à -80°C. Une solution standard d’ADNc (pool 
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d’ADNc) a été réalisée en prélevant 6 µL de chaque échantillon afin de réaliser la mise au 
point des amorces de PCR. 
 
 
I.A.6.c) PCR 
 
 Les amorces ont été conçues à l’aide du logiciel MacVector (Accelrys, San Diego, 
USA) pour recouvrir la jonction intron-exon afin d’empêcher l’amplification d’ADN 
génomique. La température d’hybridation de même que la compatibilité des amorces entre 
elles et le produit ont été déterminées par ce même logiciel. 
Quatre gènes de références ont été choisis pour cette étude de variation d’expression: 
• Cyclophilin A (CycA) 
• Tata Box Binding Protein (TBP) 
• Attachment Region Binding Protein (ARBP) 
• Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-mono-oxygenase activation protein, Zeta 
polypeptide (YWHAZ) 
Les gènes  « cibles » étudiés sont : 
• p16(Ink4a) et p53, toutes 2 impliquées dans la régulation du cycle cellulaire 
• Interleukine 1α (IL1α), Tumor Necrosis Factor α (TNFα) et Interféron γ (IFNγ) 
impliqués dans l’inflammation 
• Angiopoïétine (ANG1), Angiopoïétine 2 (ANG2) et Vascular Endothélial Growth 
Factor α (VEGFα) tous trois  impliqués dans l’angiogenèse 
 
 
La spécificité des amorces a été vérifiée par l’algorithme Blast [24] et confirmée pour 
tous les couples d’amorces à l’exception de p16(Ink4a). En effet, cette protéine est codée sur 
3 exons. L’exon 1 est commun avec une autre protéine : p14(ARF). Ces deux protéines de 
séquence en acides aminés et de structure très différentes en raison d’un épissage alternatif, 
interviennent toutes les deux dans le blocage du cycle cellulaire. A l’exception de cet 
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exon 1, la séquence de l’ARNm de ces deux protéines n’ t pas répertoriée et aucune 
homologie n’a pu être mise évidence entre les séquences génomiques de l’Homme et du 
porc. Les amorces ont donc été synthétisées à partir de l’exon 1 référencé. Cependant, en 
raison de séquences très riches en G-C, un seul couple d’amorces présentait les 
caractéristiques nécessaires pour une PCR efficace (pourcentage de G-C, nombre de 
nucléotide, température de fusion), spécifique à la fois de p16 et p14.  
 
Les amorces ont été synthétisées par la société Eurogentec (Seraing, Belgique) et celles 
sélectionnées sont listées dans le tableau IX. 
L’optimisation des conditions de PCR a été réalisée en testant chaque couple d’amorces 
sur des gammes-étalons de dilution en série de notre solution mère d’échantillons 
biologiques. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Partie III : Mécanismes d’action du sécrétome des ASC(-Shh) et implication dans l’angiogenèse 
 
Diane Riccobono/ Thèse d’Université 2014/ Grenoble  207 
Tableau IX: Caractéristiques des couples d’amorces utilisés pour l’amplification des ADNc par 
PCR en temps réel et leurs conditions optimales de PCR. 
Les conditions de PCR sont les températures d'hybridation (T° Hydrid) en °C, les temps d'hybridation des 
amorces en secondes, la concentration des amorces en µM, la concentration en magnésium Mg2+ en mM. 
Les 4 gènes de références sont : CycA:Cyclophilin A ; TBP: TATA Box Bindingprotein ; YWHAZ : Tyrosine 
3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, Zeta polypeptide ; ARBP: Attachment 
Region Binding Protein. 
Les gènes étudiés sont : IL1α: Interleukine 1α ; TNFα : Tumor Necrosis Factor α ; IFNγ : Interféron γ ; p16: 
Cyclin dependent kinase 2A ; p53: Tumor Suppressor Pr tein 53 ; VEGFα: Vascular Endothelial Growth 
Factor α ; ANG1: Angiopoietin 1 ; ANG2: Angiopoietin 2. 
         Gènes de références ;  Gènes pro-inflammatoires ;    Gènes du cycle cellulaire 
         Gènes pro-angiogéniques 
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La température optimale d’hybridation, de même que les concentrations optimales 
d’amorces et de Mg2+ ont ainsi pu être déterminées (Tableau 9). La spécificité de 
l’amplification a été confirmée par l’analyse des courbes de fusion : les pics de fusion des 
produits de transcription inverse et d’ADN recombinant étaient identiques. Concernant les 
amorces de l’angiopoïétine 2, quatre couples d’amorces rassemblaient les conditions 
théoriques nécessaires mais pour aucune d’entre elles l s conditions permettant de réaliser 
une PCR efficace n’ont pu être déterminées. De même pour les amorces de l’IFNγ et du 
TNFα, aucunes conditions permettant de réaliser une PCR spécifiques n’ont pu être 
sélectionnées. 
 
La PCR quantitative a été réalisée avec le Light Cycler Fast Start DNA Master 
Syber Green kit (Roche Applied Science, Mannheim, Allemagne) dans un volume final de 
20 µL en utilisant le Light Cycler (Roche Applied Science,Mannheim, Allemagne) pendant 
50 cycles de 20 sec à 95°C (dénaturation), de 5 sec à 54–60°C (température d’hybridation, 
qui est amorce-dépendante, tableau 9) et une étape final de 8 sec à 72°C (élongation). 
Pour chaque gène, les Cq (quantification Cycle) de chaque échantillon ont été relevés. Le 
Cq est une valeur relative qui représente le nombre de cycles de PCR nécessaire pour que 
le nombre de copies amplifiées d’ADNc atteigne un niveau seuil de détection prédéterminé 
(Johnson et al, 2014). 
 
Pour l’analyse des données, il est nécessaire de limiter les variations expérimentales 
inter-échantillons liées aux conditions de RT-PCR par l’utilisation de gènes de références. 
Les gènes de références, comme les gènes d’intérêts analysés, sont affectés par tous les 
facteurs de variation durant le processus expérimental t jouent le rôle de contrôle interne. 
Ainsi, l’expression de chaque gène d’intérêt est exprimée par rapport à la moyenne 
géométrique de plusieurs gènes de référence dont l’absence de variabilité a été validée sur 
nos échantillons par l’analyse GeNorm®. Cette méthode, dont le principe majeur est que le 
rapport d’expression de deux gènes stables doit être constant au travers des échantillons, 
consiste à sélectionner les gènes de référence les plus tables pour le calcul d’un facteur de 
normalisation approprié. Pour notre travail, la normalisation a été validée par le logiciel 
GeNorm® en utilisant la moyenne géométrique des gènes CycA, TBP, ARBP et YWHAZ. 
Pour l’analyse statistique, les valeurs normalisées ont été standardisées à partir des valeurs 
de Cq relevées, en suivant les instructions de Willems et al (Willems et al, 2008). Tout 
d’abord, une transformation log10 des valeurs normalisées a été réalisée. Les valeurs 
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relatives normalisées de chaque triplicats d’un même porc ont ensuite été centrées par la 
moyenne en soustrayant le niveau d’expression moyen normalisé des triplicats du porc 
correspondant. Pour compléter cette standardisation, les moyennes centrées obtenues ont 
été divisées par l’écart-type expérimental ce qui permet d’obtenir des valeurs normalisées 
centrées réduites. Ce sont ces valeurs relatives qui ont été utilisées pour l’analyse 
statistique décrite ultérieurement.  
 
 
 
I.A.7) Analyse statistique 
 
Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 5 
(GraphPad Software, San Diego, USA) pour comparer l survie des fibroblastes dans les 
différents milieux conditionnés (apoptose, sénescence et clonogénicité) à différents temps 
post-irradiation. La même méthode a été utilisée pour l’étude des dommages à l’ADN, du 
stress oxydant intracellulaire et de l’expression des ARNm d’intérêt : par comparaison 
globale des lots sur échantillons non appariés. L’analyse a été effectuée par le test de 
Kruskal-Wallis (alternative non paramétrique de l’analyse de variance pour échantillons 
non appariés). 
Pour une même condition de culture, la comparaison tatistique du pourcentage de 
sénescence à chaque temps post-irradiation a été réalisée sur échantillons appariés par le 
test de Friedman (alternative non paramétrique de l’analyse de variance pour échantillons 
appariés). 
Lorsque cela était nécessaire, une comparaison des lots deux à deux a été réalisée par le 
test post hoc de Dunn. Ce test proche du test de Bonferroni-Holm permet de contrôler 
l’inflation secondaire aux comparaisons multiples. 
La différence était considérée comme significative pour une p-value p<0,05. 
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I.B) Evaluation des propriétés pro-angiogéniques des ASC et 
ASC-Shh in vivo dans un modèle de Matrigel 
 
L’étude de l’effet pro-angiogénique des ASC et des ASC-Shh a été approfondie in 
vivo par une évaluation de la néoangiogenèse sur un modèle de BD Matrigel chez la 
souris. Ce protocole a été réalisé avec l’accord du comité d’éthique de l’IRBA 
(N°2012/17.0). 
 
 
 
I.B.1) Souris NOD/SCID β2-/- 
 
Les souris NOD/SCID (Non Diabetic Disease/ Severe Combined Immune 
Deficiency) ont été produites pour la 1ère fois par Schult et al en 1995 (Shultz et al, 1995). 
Elles sont issues d’un croisement entre des souris NOD présentant un déficit en cellules 
NK, une absence de complément circulant et une déficience dans la différentiation des 
cellules présentatrices d’antigènes, et des souris SCID, présentant un déficit sévère en 
lymphocytes B et T fonctionnels.  L’immunotolérance d  ces souris restant cependant 
partielle, un nouveau modèle de souris NOD/SCID β2-/- a été créé par excision du gène de 
la β2 microglobuline inactivant l’activité NK (Natural Killer). Elles présentent ainsi un 
déficit supplémentaire de l’immunité cellulaire (Kollet et al, 2000). 
Dans cette étude, les souris NOD/SCID β2-/- ont été acquises auprès du Dr F. Blanquet 
(Plateau de Haute Technologie Animale, Institut Jean Roger, Université Joseph Fourier, 
France). 
27 souris : 9 males et 18 femelles ont été hébergées en portoir ventilé. Les injections de 
Matrigel (décrites ultérieurement) ont été effectuées par voie sous cutanée au niveau du 
dos, en conditions stériles (manipulation sous un poste de sécurité microbiologique) et sous 
anesthésie gazeuse (isoflurane). 
Trois groupes de 9 animaux contenant chacun trois males ont été constitués: 
• Un groupe contrôle 
• Un groupe recevant des Matrigel chargés en ASC 
• Un groupe recevant des Matrigel chargés en ASC-Shh 
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Chaque cage contenait un animal de chaque groupe de manière à minimiser l’effet cage. 
Au terme de l’expérimentation les souris ont été euthanasiées par dislocation cervicale. 
 
 
I.B.2) Conception de l’implant 
 
Le BD Matrigel (BD Sciences, Bedford, USA) est un produit liquide à -4°C et 
gélatineux à 37°c. Il est produit à partir d’une préparation de membrane basale solubilisée 
extraite de sarcome de souris, tumeurs riches en protéines de la matrice extracellulaire.  
Des BD Matrigel Growth Factor Reduced n’induisant pas par eux même leur 
colonisation par des structures vasculaires (Ohashi et al, 2011), ont été utilisés afin 
d’évaluer les propriétés des ASC et des ASC-Shh sur la néo-vascularisation. 
Les ASC ont été ensemencées ou transfectées par Shh quatre jours avant implantation des 
gels dans les souris NOD/SCID β2-/-. Le jour de l’implantation les cellules ont été 
décollées avec de la trypsine comme décrit précédemment (§Partie 2 : I.A.4) Culture des 
ASC et ensemencement) et centrifugées à 400g pendant 10 min à 10°C. Le culot cellulaire 
a été repris dans 200 µl de PBS 1X et compté sur cellule de Malassez. Les Matrigel™ 
préalablement décongelés et conservés à +4°c ont été répartis dans des Falcons® de 50 ml. 
Après dépôt des ASC et ASC-Shh dans les Matrigel™ une homogénéisation a été réalisée. 
Pour chaque implant, 700 µl de Matrigel™ ont été recueillis dans une seringue de 1 ml. 
Pour éviter toute polymérisation des Matrigel™ les cônes et les seringues avaient 
préalablement été conservés à +4°C pendant la nuit. De plus, la préparation des implants 
dans les seringues a été réalisée avec des gants stériles pour limiter le risque d’infection 
des souris recevant les injections. 
Trois types d’implants de 700 µl de BD Matrigel ont été constitués et immédiatement 
injectés en sous-cutané en condition stérile : 
• 9 implants témoins constitués uniquement de Matrigel 
• 9 implants constitués de Matrigel contenant chacun 1,5 M d’ASC 
• 9 implants constitués de Matrigel contenant chacun 1,5 M d’ASC-Shh produites 
comme décrit précédemment quatre jours avant la synthèse de l’implant. 
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I.B.3) Traitement de l’implant 
 
Deux semaines après injection, les Matrigel ont été prélevés. Le protocole 
expérimental est résumé dans la figure 34. 
 
 
Figure 34: Schéma synthétique du protocole expérimental d’évaluation des effets pro-
angiogéniques des ASC et des ASC-Shh in vivo. 
 
Les Matrigel ont été chargés ou non avec des cellules souches (ASC ou ASC-Shh) et injectés en sous-
cutané à des souris NOD/SCID β2-/-. 14 jours après injection, les Matrigel™ ont été pr levés et analysés par 
spectrophotométrie pour quantifier l’hémoglobine ou par immunohistochimie. 
 
 
 
Sept Matrigel™ de chaque groupe (21) ont été recueillis dans des tubes contenant 1 ml 
d’H2Od. 
Les prélèvements ont été dilacérés au potter mécanique à +4°C puis centrifugés pendant 
20 min à 10 000g. Le surnageant a été recueilli et conservé à -80°C en vue d’une analyse 
par spectrophotométrie pour quantifier l’hémoglobine (Hb) présente dans les Matrigel. 
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Deux Matrigel de chaque groupe (6) ont été prélevés et conservés dan  du formol 
tamponné 4% (w/v) pour une analyse immunohistochimique réalisée au sein d’un 
laboratoire privé (NOVOTEC, Lyon, France). 
 
 
 
I.B.4) Spectrophotométrie 
 
Le dosage de l’hémoglobine dans les échantillons d’homogénats de Matrigel™ a 
été réalisé sur un lecteur de plaques BioTek EL808 (BioTek Instruments Inc, Winooski, 
USA) par la méthode de Drabkin (solution de Drabkin : 20 mg de potassium ferricyanique, 
5 mg de potassium cyanide et 100 mg de bicarbonate de potassium dans 100 ml d’H2O). 
Le potassium ferricyanique a la propriété de transformer l’hémoglobine en 
méthémoglobine, elle-même transformée sous l’action du potassium cyanide en 
cyanméthémoglobine qui a la propriété d’être stable et dont la densité optique (DO) peut 
être mesurée à 540 nm.  
Après décongélation dans de la glace, 100 µl d’échantillons ont été déposés dans des 
plaques 96 puits à fond plat en duplicat. Une solution de Drabkin (100 µl) a été ajoutée 
dans chaque puits puis homogénéisée pendant 35 min à 37°C. Une lecture de la DO a été 
réalisée à 540 nm. La quantification de l’hémoglobine dans les échantillons a été calculée à 
partir d’une gamme d’hémoglobine standard de concentration connue (réactifs HITACHI-
ABX ; Tokyo, Japon). 
 
 
I.B.5) Analyse statistique 
 
Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 5 
(GraphPad Software, San Diego, USA) par comparaison gl bale des lots sur échantillons 
non appariés. L’analyse a été effectuée par le test d  Kruskal-Wallis (alternative non 
paramétrique de l’analyse de variance pour échantillo s non appariés) et une comparaison 
des lots deux à deux a été réalisée par le test po hoc de Dunn. La différence était 
considérée comme significative pour une p-value p<0,05. 
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I.B.6) Marquage immunohistochimique des implants 
 
Pour observer la structure et la morphologie des tissus, une analyse histologique a 
été réalisée par coloration successive des coupes à l’hématoxyline de Harris, l’éosine G et 
au safran après déparaffinage (HES). Les échantillons ont été coupés en deux fragments 
puis déshydratés et inclus en paraffine. Des coupes de 5 µm ont été réalisées au microtome 
longitudinalement sur le premier fragment et transver alement sur le second puis placées 
sur lames. 
Une analyse immuno-histochimique a été réalisée pour vis aliser le collagène IV (lames 
basales) et spécifiquement les cellules endothéliales (anticorps (Ac) anti-CD31, anti CD34 
et anti facteur Von Willebrand (vWF)). Après déparaffin ge, les sites antigéniques ont été 
démasqués par traitement à la hyaluronidase (anti collagène IV) ou par traitement en 
tampon citrate pH=6 (pour les Ac anti-CD31, anti-CD34 et anti-vWF) (Tableau X). 
 
Tableau X: Liste et références des anticorps utilisés pour l’analyse immuno-histochimique des 
Matrigel implantés dans des souris NOD/SCID β2-/-. 
 
 
Les sections de Matrigel™ ont été incubées une nuit à 4°C avec l’anticorps primaire 
selon la dilution optimale validée par NOVOTEC (Lyon, France). La réaction croisée de 
l’anticorps anti-CD34 de rat avec le tissu de souris a été validée par NOVOTEC (Lyon, 
France) et contrôlée sur foie sain de souris. Après inhibition des peroxydases endogènes 
par l’eau oxygénée, les coupes ont été incubées avec l’anticorps secondaire couplé à la 
peroxydase. La réaction avec son substrat, la diaminobenzidine (DAB) (Dako, Les Ulis, 
France) a révélé les complexes antigène-anticorps par apparition d’un marquage brun. Les 
coupes ont été contre-colorées à l’hématoxyline de Mayer puis montées entre lames et 
Anticorps Référence Dilution 
Ac de rat anti-CD31 de souris AbDSerotec, MCA 1364 (Raleigh, USA) 1 :25 
Ac de chèvre anti-CD34 de rat R&D Systems AF4117 (Minneapolis, USA) 1 :100 
Ac de rat anti-vWF de souris Bioss, bs-05586R (Boston, USA) 1 :250 
Ac de rat anti-collagène IV polyclonal 
de souris 
Novotec, 20451 (Lyon, France) 1 :2000 
Ac secondaire de lapin anti rat Dako EnVision, K4002 ; 312-035-044 (Les Ulis, France) 1 :200 
Ac secondaire de lapin anti chèvre Dako EnVision, K4002 ; 305-035-045 (Les Ulis, France) 1 :500 
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lamelles en milieu aqueux. L’anticorps primaire a été remplacé par du PBS-BSA 3% pour 
le témoin négatif. 
 
Pour visualiser la densité du collagène et la présence de cellules endothéliales, les 
sections de Matrigel™ ont été observées au microscope optique (Leica DM2000 ; Wetzlar, 
Allemagne) relié à une caméra digitale (Leica DFC450 ; Wetzlar, Allemagne) pilotée par un 
logiciel d’acquisition d’image (LAS V4.2 Leica DFC450 ; Wetzlar, Allemagne).  
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II)  RÉSULTATS : Effets des milieux conditionnés sur des 
fibroblastes porcins irradiés 
 
 
 
 
II.A)  Evaluation des espèces réactives de l’oxygène dans les 
fibroblastes porcins après irradiation 
 
L’effet de l’irradiation sur le stress oxydant des fibroblastes est lié à l’existence 
d’un déficit en système de défense anti-oxydante ou une surproduction d’ERO. Il existe 
deux systèmes de défense anti-oxydant, enzymatique et non enzymatique. Le système anti-
oxydant enzymatique est composé notamment de la gluthation peroxidase (GPx), de la 
superoxyde dismutase et de la peroxyredoxine. Le système non enzymatique est constitué 
de vitamines, d’oligo-éléments tels que le sélénium, le cuivre et le zinc et de composés à 
groupement thiols (-SH) comme le glutathion réduit (GSH). 
 
 
Pour évaluer l’effet des milieux conditionnés sur le statut anti-oxydant des 
fibroblastes irradiés, nous avons mesuré le taux de FRAP, quantifié les protéines thiols et 
mesuré l’activité de la GPx. 
 
 
 
 
 
II.A.1)  Evaluation du FRAP 
 
La mesure du FRAP qui reflète le pouvoir anti oxydant global d’une cellule été 
mesuré par spectrophotométrie et s’exprime en EC1/gramme de protéines totales (µM/g). 
 
Aucune différence du FRAP entre les fibroblastes du milieu témoin et ceux des 2 
milieux conditionnés n’a été observée. De plus il n’y a pas de différence significative entre 
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fibroblastes irradiés (quelques soit le milieu de culture) et les fibroblastes non irradiés dont 
le pouvoir anti oxydant est de 16,25 EC1/g de protéines totales (Figure 35). 
 
 
 
 
Figure 35: Evaluation du pouvoir anti-oxydant des fibroblastes après irradiation par mesure du 
FRAP. 
 
Le potentiel de réduction du fer a été mesuré dans les fibroblastes irradiés et cultivés dans les différents 
milieux conditionnés à 30 min, 6 h, 24 h et 48 h post-irradiation ainsi que dans des fibroblastes non irradiés, 
cultivés dans des conditions standards (n=3 dans chaque groupe). 
Test de Kruskal-Wallis. 
 
 
Les milieux conditionnés ne semblent pas moduler le pouvoir anti-oxydant 
intrinsèque global des fibroblastes irradiés. 
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II.A.2)  Quantification des protéines thiols 
 
Les groupements thiols (-SH) font partie des mécanismes non enzymatiques de 
lutte contre le stress oxydant en interagissant avec les radicaux hydroxyles. 
Le dosage des protéines thiols montre, pour les fibroblastes irradiés une augmentation non 
significative des groupements –SH par rapport à la va eur de base de 17+/-1,5 µM-SH/g de 
protéines totales aux temps 30 min et 6 h après l’irradiation. Une différence significative 
est observée pour les fibroblastes du milieu conditionné par les ASC-Shh à 30 min post-
irradiation (p<0,05) (Figure 36). Ce résultat suggère une meilleure adaptation précoce des 
fibroblastes du MC-ASC-Shh au stress oxydant. Pour les temps plus tardifs, aucune 
différence n’est observée entre les fibroblastes non irradiés et les fibroblastes irradiés (tous 
milieux de culture confondus). 
 
Figure 36 : Concentration des protéines thiols dans le  fibroblastes après irradiation. 
 
La concentration des protéines thiols a été mesurée dans les fibroblastes irradiés et cultivés dans le
différents milieux conditionnés à 30 min, 6 h, 24 h et 48 h post-irradiation ainsi que dans des fibroblastes 
non irradiés, cultivés dans des conditions standards (n=3 dans chaque groupe). 
* : p<0,05 ; Test de Kruskal-Wallis et Test de comparaison multiple de Dunn. 
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II.A.3)  Evaluation de l’activité glutathion peroxydase 
 
Dans les fibroblastes irradiés, la glutathion peroxydase par rapport à la catalase, est 
considérée comme la source majeure de protection contre l’H2O2 et les radicaux 
hydroxyles (°OH). Elle est présente dans le cytosol et les mitochondries des cellules.  
Les courbes de la figure 37 représentent l’activité de la glutathion peroxydase des 
fibroblastes, exprimée en unité de GPx/g de protéines totales, en fonction du temps après 
irradiation, et ce pour les 3 milieux de culture (milieu témoin, MC-ASC et MC-ASC-Shh). 
L’activité basale de la GPx fibroblastique est de 26,7 ±0,4 U/g de protéines totales. Après 
irradiation, l’activité de la GPx augmente significativement par rapport aux fibroblastes 
non irradiés dans les 3 groupes. L’activité GPx augmente d’un facteur 1,8±0,5, 2,8±0,7 et 
2,3±0,6 respectivement pour les groupes milieu témoin, MC-ASC et MC-ASC-Shh à 6 h 
(NS) et d’un facteur 5,6 ±0,8,  2,4±0,6 et 5±0,7 à 24 h post-irradiation (p<0.05). 
 
Figure 37 : Unité relative de GPx dans les fibroblastes post-irradiation. 
 
La concentration de GPx a été mesurée par spectrophot métrie dans les fibroblastes irradiés et cultivés dans 
les différents milieux conditionnés à 30 min, 6 h, 24 h et 48 h post-irradiation ainsi que dans des fibroblastes 
non irradiés, cultivés dans des conditions standards (n=3 dans chaque groupe). 
* : p<0,05 ; Test de Kruskal-Wallis et Test de comparaison multiple de Dunn. 
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La comparaison des temps très précoces (30 min-6 h) versus des temps plus tardifs 
(24 h-48 h) montre une augmentation de l’activité de l’enzyme dans les 3 groupes, 
significative d’un facteur 3 pour le groupe milieu témoin aux temps tardifs (p<0,05) 
(Figure 38A). On observe également aux temps précoces une augmentation de l’activité 
GPx dans les 2 milieux conditionnés par rapport aux fibroblastes irradiés du milieu témoin 
(facteur 1,5). Cependant la grande variabilité intra-g oupe et le faible nombre 
d’échantillons ne permettent pas de révéler une significativité. (Figure 38 B, C). 
 
 
 
Figure 38 : Comparaison de l’activité GPx post-irradiation aux temps précoces et tardifs pour 
chaque condition. 
 
A. Fibroblastes irradiés du milieu témoin 
B. Fibroblastes irradiés du MC-ASC 
C. Fibroblastes irradiés du MC-ASC-Shh 
n=3 pour chaque groupe ;     * : p<0,05. Test de Mann-Whitney. 
 
 
Cette augmentation significative de l’activité de la GPX peut être considérée 
comme une adaptation de l’activité antioxydante en réponse à une augmentation du stress 
oxydant dans les fibroblastes après irradiation, augmentation non modulée par les milieux 
MC-ASC et MC-ASC-Shh. L’activation de la GPx tend cependant à être plus précoce pour 
les fibroblastes des 2 milieux conditionnés. 
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II.B)  Evaluation des dommages à l’ADN des fibroblastes porcins 
après irradiation 
 
Les fibroblastes cutanés porcins isolés et amplifiés au sein de notre laboratoire 
présentent un TM (tail moment) moyen de base de 4,1+/-0.3 pouvant s’expliquer par le 
remaniement de l’ADN et l’activité des enzymes de réparation de l’ADN au cours du cycle 
cellulaire. La mesure du TM des fibroblastes irradiés a été réalisée aux temps 30 min, 6 h 
et 24 h après l’irradiation dans les groupes milieu témoin, MC-ASC et MSC-ASC-Shh 
(Figure39). 
 
 
Figure 39 : Evaluation des dommages à l’ADN après irradiation. 
 
Les dommages à l’ADN ont été évalués par SCGE (Single Cell Gel Electrophoresis assay). La valeur du 
témoin non irradié représente la valeur standard des c llules en culture. Les dommages à l’ADN ont été 
analysés pour les fibroblastes irradiés des différents milieux conditionnés : milieu de culture témoin, MC-
ASC ; MC-ASC-Shh 30 min, 6 h et 24 h post-irradiation (n=3 dans chaque groupe). 
* : p<0,05 ; Test de Kruskal-Wallis et Test de comparaison multiple de Dunn. 
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L’irradiation à 25 Gy des fibroblastes cutanés porcins entraînent une augmentation 
significative d’un facteur 2,4 (p<0.05) du TM dans le milieu témoin au temps 30 min 
correspondant à l’apparition rapide de cassures de l’ADN au cours des 30 minutes suivant 
l’exposition. Entre 6 h à 24 h, le TM moyen des fibroblastes du groupe milieu témoin 
diminue respectivement de 6,7+/-0,4 et de 3,5+/-0,1 pour retrouver la valeur de base à 
24 h. Dans les groupes des milieux conditionnés, le TM ne diffère pas de celui du groupe 
milieu témoin quel que soit le temps. 
 
 
 
 
 
 
II.C)  Evaluation de la survie des fibroblastes dermiques porcins 
après irradiation 
 
 
L’évaluation de l’effet des milieux conditionnés sur la survie cellulaire après 
irradiation a été réalisée en étudiant leur capacité de prolifération, la mort cellulaire et la 
sénescence. 
 
 
 
II.C.1)  Pouvoir de prolifération des fibroblastes irradiés 
 
La capacité à former des colonies a été évaluée 14 jours après irradiation. La 
figure 40 représente la clonogénicité (CFU-F) des fibroblastes non irradiés, et des 
fibroblastes cultivés en milieu témoin, MC-ASC et MC-ASC-Shh  après irradiation. 
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Figure 40: Pourcentage de colonies formées 14 jours après irradiation. 
 
Les colonies (constituées de 64 clones : CFU-F) ont été dénombrées après 6 temps de doublement soit 14 
jours après irradiation. 
Test de Kruskal-Wallis et post de test de Dunn.  
*** : p<0.005 ; n=3 pour chaque groupe. 
 
 
 
On observe 88%+/-7 de CFU-F après 14 jours de culture pour les fibroblastes 
cutanés porcins non irradiés. L’irradiation à 25 Gy a entraîné une perte quasi-totale de la 
capacité de prolifération des fibroblastes cultivés en milieu témoin avec 0.002%+/-0.0005 
de CFU-F. Les milieux MC-ASC et MC-ASC-Shh préservent partiellement la 
clonogénicité avec des pourcentages respectifs de 0,15%+/-0,1 et 0,23%+/-0,08 : x 75 
(p<0.005) et x 115 (p<0.005) par rapport aux fibroblastes irradiés cultivées en milieu 
témoin. La protéine Shh a accru l’effet protecteur mais les deux groupes ne diffèrent pas 
significativement. 
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II.C.2)  Apoptose/ Nécrose 
 
II.C.2.a) Apoptose 
 
L'apoptose est un mécanisme de mort cellulaire précoce impliqué dans les 24 
premières heures après irradiation. Comme l'illustre la figure 41, Ce mécanisme de mort 
cellulaire semble peu impliqué dans la mort radio-induite des fibroblastes atteignant un 
pourcentage maximum de 4%+/1,5 à 24 h post-irradiation. Aucune réduction de l’apoptose 
n’a été observée dans les groupes milieux conditionnés. 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 41 : Evaluation de l’apoptose des fibroblaste  après irradiation. 
 
Evaluation de l’apoptose des fibroblastes irradiés et cultivés dans les différents milieux conditionnés, 
analysée par marquages des caspases activées et cytométrie en flux à 30 min, 3 h, 6 h et 24 h post-
irradiation. 
Test de Kruskal-Wallis ; n=9 pour chaque groupe. 
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II.C.2.b) Nécrose 
 
Le pourcentage de cellules nécrotiques augmente de 12% +/-2 à 27% +/-3 après 
irradiation dans le groupe milieu de contrôle (p<0,05) et il n’a pas été réduit dans les 
groupes des milieux conditionnés ASC ou ASC-Shh (Figure 42). 
 
 
 
 
 
 
Figure 42 : Evaluation du nombre de fibroblastes en nécrose après irradiation à 25Gy en 
fonction du milieu de culture. 
 
Evaluation du pourcentage de fibroblastes nécrotiques après irradiation et culture dans les différents milieux 
conditionnés, analysée par cytométrie en flux à 30 min,  6 h et 24 h post irradiation.. 
Test de Kruskal-Wallis ; n=9 pour chaque groupe. * :p<0,05. 
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II.C.3)  Sénescence 
 
L’irradiation induit la sénescence (sénescence prématurée radio-induite (SPRI)) des 
fibroblastes dans nos conditions expérimentales. Dans le milieu témoin, le nombre de 
cellules positives pour la bêta-galactosidase (Figure 43) augmente d’un facteur 2,8 à 24 h, 
6,5 à 48 h, 17,5 à 72 h et 29,7 à 96 h (17,8% de SPRI) post-irradiation par rapport au 
pourcentage de cellules en SPRI 6 h après irradiation (Figure 43 et 44A) avec un 
accroissement notable de la pente à partir de 48 heures post irradiation. 
 
 
Figure 43 : Pourcentage de fibroblastes 
en sénescence prématurée dans le 
milieu témoin. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En revanche le pourcentage de fibroblastes en SPRI dans les MC-ASC et MC-ASC-
Shh ne dépasse pas 1,6% entre 6 h et 96 h post-irradiation, suggérant un effet bénéfique 
des milieux conditionnés sur le développement de la SPRI fibroblastique. Une différence 
significative est observée entre les fibroblastes du milieu témoin et ceux des 2 milieux 
conditionnés par les ASC et les ASC transfectées dès 48 h post irradiation (p<0,05) ainsi 
que 3 jours (Figure 44B, p<0,01) et 4 jours (Figure 44A, C, D, p<0,005) après l’irradiation. 
A 72 h post-irradiation notamment (Figure 44B), le pourcentage de cellules en SPRI est 
diminué significativement dans les deux milieux conditionnés MC-ASC et MC-ASC-Shh, 
respectivement d’un facteur 50 (p<0.005) et 25 (p<0.005) par rapport aux fibroblastes 
irradiés du milieu témoin. A tous les temps post-irradiation étudiés, les deux milieux 
conditionnés ne diffèrent pas significativement. 
Ces résultats suggèrent que les MC-ASC diminuent le développement de la sénescence 
prématurée et que la transfection de Shh ne semble pas modifier cette action bénéfique.  
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Figure 44 : Evaluation de la sénescence des fibroblastes après irradiation. 
 
La sénescence des fibroblastes cultivés dans les différents milieux conditionnés après irradiation a été 
étudiée par marquage de l’activité β-galactosidase et observation au microscope optique. 
A. Evolution de la sénescence de 6 h à 96 h post irradiation.  
B. Analyse du pourcentage de sénescence à 72 h post irradiation 
C. Activité β-galactosisdase observée à 96 h post irradiation pour les fibroblastes du milieu témoin 
D. Activité β-galactosisdase observée à 96 h post irradiation pour les fibroblastes du MC-ASC 
Test de Kruskal-Wallis sur échantillons non appariés et test de Friedman sur échantillon appariés. 
Comparaison multiple par le post test de Dunn; ** : p<0,01 *** : p<0,005 ; n=9 pour chaque groupe. 
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II.D)  Etude de l’expression génique des fibroblastes porcins après 
irradiation  
 
 
II.D.1)  Effet des milieux conditionnés sur l’expression des gènes pro-
angiogéniques 
 
Pour évaluer les effets pro-angiogéniques des MC-AS et des MC-ASC-Shh sur les 
fibroblastes irradiés, les gènes codant pour ANG1, ANG2 et VEGFα ont été choisis. 
L’analyse de l’expression de l’angiopoïétine 2 n’a pu être effectuée car les conditions 
optimales permettant une efficacité suffisante de la PCR n’ont pas pu être déterminées 
malgré les adaptations des conditions envisagées : modification du temps et de la 
température d’hybridation, variation des concentrations d’amorces ou de magnésium.  
Les résultats présentés dans les figures 45 et 46 révèlent une variation de l’expression 
des gènes de l’ANG1 et du VEGFα en fonction du temps et du milieu conditionné dans 
lequel les fibroblastes étaient cultivés après irrad ation. 
 
Les fibroblastes cultivés dans le milieu témoin répondent à l’irradiation par une 
réduction du taux des ARNm de l’ANG1 pendant les 48 premières heures, très marquée à 
6 h post-irradiation (p<0,05 par rapport au taux de base). Les 2 milieux conditionnés 
modulent cette réaction aux temps 6 h et 24 h post-irradiation. A 6 h la réduction des taux 
d’ARNm de l’ANG1 est moindre (milieu témoin versus MC-ASC et MC-ASC-Shh 
respectivement p<0,05 et p<0,01) et les taux à 24 hsont proches du niveau basal. Cette 
modulation est transitoire puisque les taux d’ARNm de l’ANG1 sont réduits et similaires à 
48 h post-irradiation dans toutes les conditions (Figure 45). 
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Figure 45: Variations d’expression de l’ANG1. 
 
Expression relative de l’ANG1 obtenue à partir des valeurs centrées réduites sur lesquelles l’analyse 
statistique a été réalisée. 
Test de Kruskal-Wallis et test de comparaison multiple de Dunn.  
* :p<0,05 ; ** :p<0,01 ; *** ;p<0,005 ; n=9 pour chaque groupe. 
 
 
 
 
L’expression du VEGFα des fibroblastes cutanés de porc révèle une cinétique 
différente.  
On observe peu de modulation d’expression de VEGFα dans les fibroblastes du groupe 
témoin avec une augmentation tardive et non significat ve à 48 h post-irradiation. A 
l’inverse, les milieux conditionnés modifient cette réaction avec une réduction à 6 h puis 
une augmentation significatives des taux d’ARNm de VEGFα 24 h après exposition aux RI 
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(respectivement p<0,005 et p<0,01). A 48 h post-irrad ation, l’augmentation se maintient à 
un niveau significativement élevé dans le groupe MC-ASC-Shh (p<0,05) par rapport aux 
fibroblastes irradiés cultivés dans le milieu témoin et le MC-ASC (Figure 46). 
 
Figure 46: Variations d’expression de VEGFα. 
 
Expression relative de VEGFα obtenue à partir des valeurs centrées réduites sur lesquelles l’analyse 
statistique a été réalisée. 
Test de Kruskal-Wallis et test de comparaison multiple de Dunn. 
* p<0,05 ; ** :p<0,01 ; *** ;p<0,005 ; n=9 pour chaque groupe. 
 
 
Ces résultats suggèrent que le sécrétome des ASC module négativement l’expression 
fibroblastique des gènes pro-angiogéniques ANG1 et VEGFα à des temps précoces post-
irradiation mais à l’inverse, présentent à 24 h post-irradiation un effet pro-angiogénique 
renforcé par la présence de Shh 48 heures après expo ition aux rayonnements ionisants. 
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II.D.2)  Effet des milieux conditionnés sur l’expression des gènes pro-
inflammatoire 
 
Pour l’étude de la réaction inflammatoire, l’expression de la protéine IL1α, 
cytokine pléiotropique impliquée dans les réactions immunitaires et les processus 
inflammatoires, a été retenue. L’IL1α est majoritairement synthétisée par les macrophages 
activés, mais aussi par les cellules épithéliales et les fibroblastes. L’absence de spécificité 
des amorces de l’IFNγ et du TNFα n’a pas rendu la quantification de ces gènes possible. 
Le niveau d’expression des ARNm de l’IL1α varie très fortement après irradiation 
(Figure 47). A 30 min post-irradiation, une diminution d’expression par rapport aux 
fibroblastes contrôles non irradiés (p<0,01) est obervée quel que soit le milieu de culture. 
De même, pour toutes les conditions de culture, le niv au d’expression de l’IL1α à 6 h est 
proche de celui des fibroblastes non irradiés. 
 
Figure 47 : Variations d’expression l’Il1α. 
 
Expression relative de l’IL1α obtenue à partir des valeurs centrées réduites sur lesquelles l’analyse 
statistique a été réalisée. 
Test de Kruskal-Wallis et test de comparaison multiple de Dunn. 
* :p<0,05 ; ** :p<0,01 ; n=9 pour chaque groupe. 
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A 24 h et 48 h post-irradiation, l’expression de l’IL1α est significativement 
augmentée (respectivement p<0,05 et p<0,01) par rappo t au niveau basal dans le groupe 
milieu témoin contrairement aux groupes milieux conditionnés ASC et ASC-Shh, proches 
du niveau basal d’expression (p<0,05 et p<0,01 entre groupe ASC-Shh et milieu contrôle 
respectivement à 24 et 48 h post-irradiation). 
Ces résultats suggèrent une action immunosuppressive tardive du sécrétome des ASC sans 
bénéfice de la transfection par Shh.  
 
 
II.D.3)  Effets des milieux conditionnés sur l’expression des gènes du 
cycle cellulaire 
 
Les protéines p53 et p16/14 sont impliquées dans les étapes d’arrêt du cycle 
cellulaire et de mort programmée. 
A 30 min post irradiation aucune variation de l’expression de p53 par les fibroblastes n’est 
observée (Figure 48A). 
Figure 48: Variations d’expression de p53 et p16/14. 
 
Expression relative de p53 et p16/14 obtenue à partir des valeurs centrées réduites sur lesquelles l’analyse 
statistique a été réalisée. 
A. Expression relative de p53                B. Expression relative du p14/16 
Test de Kruskal-Wallis et test de comparaison multiple de Dunn. 
* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** ; p<0,005 ; n=9 pour chaque groupe. 
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A 6 h post-irradiation, on note une diminution transitoire de l’expression de cette 
protéine par les fibroblastes irradiés du groupe milieu témoin (fibroblastes irradiés du 
milieu témoin versus contrôle non irradié : p<0,05). Cette diminution est également 
observée pour les fibroblastes irradiés cultivés dans le MC-ASC-Shh et persiste de 6 h à 
48 h post irradiation contrairement au groupe MC-ASC qui reste proche du niveau 
d’expression basale quel que soit le temps (Figure 48 A). 
L’absence de spécificité des amorces utilisées ne permet pas de distinguer les 
variations d’expression de p16 et p14. Cependant bien qu’agissant par des mécanismes 
différents, p16 et p14 sont tous deux des gènes suppresseurs de tumeurs impliqués dans le 
contrôle du cycle cellulaire. On observe une induction précoce de p16/p14 dans le groupe 
milieu témoin suivie d’une inhibition aux temps plus tardifs. Cette évolution est décalée 
dans le temps dans les groupes des milieux conditionés avec une augmentation du taux 
d’ARNm p16/14 significative à 6 h (p<0,005) (Figure 48 B). 
 
 
 
En résumé, l’évaluation de l’impact du sécrétome des ASC et ASC-Shh sur les 
fibroblastes dermiques irradiés à 25 Gy ne montrent pas d’effet de leurs facteurs paracrines 
sur les réactions cellulaires précoces des fibroblastes après irradiation (régulation du stress 
oxydant et réparation des dommages à l’ADN). En revanche les résultats observés lors de 
l’étude des capacités de prolifération des fibroblastes, de l’entrée en sénescence 
prématurée, en apoptose ou en nécrose révèlent un effet signifiactif du sécrétome des ASC 
sur la survie cellulaire par inhibition de l’entrée en sénescence prématurée sans bénéfice de 
la transfection par Shh. Un effet anti-inflammatoire des facteurs paracrines des ASC sans 
bénéfice de la transfection est également mis en évidence par une expression 
significativement moins importante de la cytokine pro-inflammatoire IL1α à 24 h post 
irradiation. 
A l’inverse, la nucléofection des ASC par Shh module l’expression de la protéine p53 qui 
est significativement réduite pour les fibroblastes du MC-ASC-Shh par rapport aux 
conditions milieux témoin et MC-ASC à 24h et 48h post-irradiation. 
Enfin, l’analyse de l’expression des gènes pro-angiogéniques montre une augmentation 
transitoire de l’expression de l’ANG1 et du VEGFα des fibroblastes irradiés par le 
sécrétome des ASC 24h après l’irradiation, potentialisé pour le VEGFα par la transfection 
jusqu’à 48h post-irradiation.   
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III)  RESULTATS : Evaluation des propriétés pro-
angiogéniques des ASC et ASC-Shh in vivo dans un modèle de 
Matrigel™ 
 
L’évaluation de la néoangiogénèse dans un modèle de Matrigel injectés en sous 
cutané chez des souris immunodéficientes est une technique couramment utilisée 
notamment en l’oncologie pour évaluer les capacités pro-angiogéniques des cellules 
tumorales. 
 
 
III.A)  Analyse spectrométrique de la quantité d’hémoglobine dans 
les Matrigel 
 
La quantité d’hémoglobine a été mesurée en mg/dl par la méthode de Drabkin. Les 
résultats de cette mesure sont présentés dans la figure 49. 
Figure 49 : Quantité d’hémoglobine 
dans les Matrigel 2 semaines après 
leur implantation dans des souris 
NOD/SCIDβ2-/-. 
 
Des Matrigel chargés avec des ASC, des 
ASC-Shh ou des Matrigel témoins ont été 
injectés en sous cutané à des souris 
NOD/SCID β2-/-. 14 jours après 
l’implantation, les Matrigel ont été prélevés 
et l’hémoglobine présente dans ceux-ci a été 
dosée en mg/dl par méthode de Drabkin. 
Test de Kruskal-Walis et test de comparaison 
multiple de Dunn ; * : p<0,05 ; ** p<0,01. 
n=7 dans chaque groupe. 
 
On observe une quantité d’hémoglobine supérieure dans les Matrigel chargés en ASC et 
en ASC-Shh (respectivement 16 mg/dl et 39 mg/dl versus Matrigel témoins : 6,5 mg/dl). 
De plus, la concentration d’hémoglobine est significativement plus importante dans les 
Matrigel contenant les ASC-Shh par rapport à ceux chargés en ASC (p<0,05) et aux 
témoins (p<0,01).  
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III.B)  Analyse macroscopique et immuno-histochimique 
 
L’étude spectrophotométrique a été complétée par une étude macroscopique et 
immuno-histochimique des Matrigel. 
 
III.B.1)  Etude macroscopique 
 
Le prélèvement des Matrigel après 14 jours d’implantation a révélé des 
différences macroscopiques en fonction des groupes. 
Les Matrigel témoins ne contenant pas de cellules souches, sont totalement translucides 
(Figure 50A). Les Matrigelchargés en ASC (Figure 50B), présentent un aspect opaque 
avec présence de sang corrélée à l’augmentation de l’hémoglobine observée par la méthode 
de Drabkin précédemment citée.  
 
Figure 50 : Photographie des Matrigel avant prélèvement, à J14 post implantation. 
 
Les photographies ont été réalisées avant le prélèvement.des Matrigel, 2 semaines après leur implantation. 
A : Matrigel témoin ne contenant aucune cellule souche 
B : Matrigel contenant des ASC 
C et D : Matrigel contenant des ASC-Shh 
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Enfin dans les Matrigel chargés en ASC transfectées par Shh (Figure 50 C et D) on peut 
noter la présence d’un vaisseau et d’un ancrage vasculaire en bordure du gel, 
macroscopiquement observable. 
 
 
 
III.B.2)  Etude immuno-histochimique 
 
III.B.2.a) Analyse histologique 
 
L’analyse HES révèle que les échantillons sont constitué  d’une matrice dense 
amorphe colonisée par des cellules de morphologie et de distribution hétérogènes sans 
différence observable entre les différentes conditions (Figure 51). 
 
Figure 51: Coloration hématoxyline-éosine–safran des Matrigel. 
 
Les Matrigel témoins, chargés en ASC ou en ACS-Shh ont été colorés avec de l’hématoxyline-éosine-safran 
pour analyser leur morphologie. 
A : Matrigel témoins 
B : Matrigel chargés avec des ASC 
C : Matrigel chargés avec des ASC-Shh 
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III.B.2.b) Marquage immunochimique 
 
Un marquage immunochimique des Matrigel a également été réalisé pour évaluer 
la présence de marqueurs endothéliaux.  
Un premier marquage anti-collagène IV qui est spécifique des lames basales n’a révélé 
aucune différence entre les différents Matrigel avec la présence d’un bruit de fond au 
niveau de la matrice amorphe de tous les gels s’expliquant par la présence connue de 
collagène IV dans les Matrigel. 
 
Le CD34, glycoprotéine membranaire, est un marqueur non spécifique des tissus 
vasculaires dont la fonction n’est pas entièrement co nue et dont l’expression relativement 
variable tend à être corrélée à la taille des vaisse ux : plus intense dans les capillaires et les 
sinusoïdes, le marquage du CD34 est moindre dans les artères, les veines, les artérioles et 
les veinules. Dans ce travail, le marquage met en évidence des cellules fines à 
prolongements cytoplasmiques longs, probablement en migration. Les échantillons témoins 
montrent localement de rares cellules positives, tandis que dans les échantillons chargés 
avec des ASC ou des ASC-Shh,  les cellules positive sont plus nombreuses et localisées 
uniquement en périphérie du gel qu’elles semblent infil rer.  
 
Le facteur von Willebrand (vWF), un marqueur spécifique des cellules 
endothéliales mais dont l’expression présente une grande variabilité individuelle a 
également été étudié. A l’inverse du CD34, le vWF apparait plus faiblement marqué dans 
les capillaires que dans les vaisseaux de gros calibre (veines > artères > artérioles > 
capillaires). Dans notre étude, aucune différence n’a été observée entre les différents gels. 
 
Enfin, la présence de CD31 (PECAM-1) a été étudiée. C tte glycoprotéine 
transmembranaire est un marqueur usuel des cellules endothéliales, en particulier dans les 
phases de migration, ce qui en fait un marqueur de choix dans la caractérisation des 
phénomènes d’angiogénèse. Dans les échantillons de Matrigel  témoins peu de cellules 
apparaissent positives (marquage brun sur la figure 52A), alors qu’elles sont plus 
nombreuses dans les échantillons chargés en ASC (Figure 52B) et ASC-Shh (Figure 52C 
et D). Dans ces échantillons, des cellules rondes présentent un signal intense. 
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Figure 52: Analyse immunochimique des Matrigel marqués par un anticorps anti CD31. 
 
Après fixation, les gels ont été marqués avec un anticorps anti-CD31 (marquage brun), glycoprotéine 
spécifique des cellules endothéliales. 
A : Matrigel témoins 
B : Matrigel chargés avec des ASC 
C et D : Matrigel chargés avec des ASC-Shh 
 
 
 
Les échantillons de gels chargés en ASC-Shh montrent également un marquage 
préférentiel des cellules regroupées en foyers ou présentant de nombreuses interactions 
entre elles (Figure 52C et D). Ces observations mettent en évidence une néoangiogenèse au 
sein des Matrigel chargés, laquelle est plus marquée dans les gels contenant des ASC-
Shh. 
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IV)  DISCUSSION 
 
La symptomatologie clinique du SCR est caractérisée par une phase de latence 
susceptible de retarder le diagnostic et donc la prise en charge thérapeutique, puis par des 
lésions marquées par un retard de cicatrisation et l’évolution vers une nécrose cutanée. Ce 
défaut de régénération tissulaire s’explique notamment sur le plan physiopathologique par 
des réponses cellulaires aboutissant à la mort des cellules après irradiation et un défaut des 
capacités de prolifération. On retiendra également l s effets délétères des vagues 
inflammatoires extensives qui retardent les processus de régénération tissulaire et enfin un 
défaut de revascularisation de la zone irradiée diminuant d’autant l’apport en nutriments 
essentiels vers les tissus lésés. 
 
Le volet de notre étude réalisée in vivo chez le miniporc a confirmé le potentiel 
régénératif des ASC autologues. La connaissance des mécanismes sous-tendant cet effet 
clinique reste cependant partielle. La transdifférenciation ne semble pas être le mode 
d’action principal des ASC lors de la réparation tissulaire (Rehman et al, 2004 ; Chen L. 
et al, 2008 ; Sasaki et al, 2008 ; Hocking and Gibran, 2010) mais à l’inverse, c lles-ci 
sécréteraient de nombreux facteurs paracrines, modulant les processus clés de la réparation 
cutanée : néoangiogenèse, prolifération cellulaire (Rehman et al, 2004 ; Nauta et al, 2013), 
immunomodulation (Cui et al, 2007 ; Bochev et al, 2008). Par ailleurs le bénéfice de 
l’injections d’ASC allogéniques in vivo (Riccobono et al., 2012), reste discuté justifiant la 
recherche de stratégies complémentaires pour pallier ux accidents de masse ou aux cas de 
SCR pour lesquels le prélèvement de cellules souches en zone sous exposée serait délicat. 
Dans ce contexte, l’utilisation du sécrétome (Milieu Conditionné) des ASC permettrait de 
s’affranchir des contraintes de compatibilité donneur-r ceveur. La manipulation ex vivo de 
ces cellules permettant d’enrichir leur sécrétome (thérapie génique transitoire utilisant par 
exemple le gène Shh) représente une autre approche thérapeutique. 
Cette partie du travail de thèse a porté sur la mitigat on : 1) des processus de cicatrisation, 
2) de la réponse au stress oxydant et 3) de la réparation des dommages à l’ADN par les 
milieux conditionnés. 
Pour étudier les effets paracrines des ASC et des ASC-Shh, un modèle de milieux 
conditionnés a été choisi, permettant l’évaluation du sécrétome complet des cellules 
souches : aussi bien les protéines sécrétées par lavoie classique que les protéines excrétées 
par la voie des vésicules extracellulaires. Les sécrétomes ont été testés sur des fibroblastes 
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irradiés en culture à la dose de 25 Gy, se basant sur : 1) l’incapacité des fibroblastes du 
derme à lutter seuls contre les dommages secondaires aux rayonnements ionisants de plus 
de 20 Gy (Hopewell, 1990 ; Archambeau et al, 1995), 2) dans un modèle de SCR chez le 
miniporc irradié localement à 50 Gy, la dose reçue par ces cellules in vivo est de 25 à 
30 Gy (Archambeau, 1989 ; Agay et al, 2010). 
 
 
 
IV.A)  Effets du sécrétome des ASC et ASC-Shh sur les réponses 
cellulaires précoces post-irradiation 
 
Les réponses cellulaires précoces des cellules à l’irradiation, étudiées dans ce 
travail, sont la réponse au stress oxydant et la rép ration des dommages à l’ADN. Suite à 
une irradiation, les RI provoquent, au sein de la cellule, la formation de radicaux libres 
extrêmement réactifs qui interagissent notamment avec les protéines intracellulaires et 
l’ADN aboutissant à des dommages du matériel génétique (Bolus, 2001 ; Azzam et al, 
2012). Les plus fréquentes sont les altérations de bases, mais les plus délétères sont les 
cassures double brin plus difficilement réparables. En réponse à cette agression la cellule 
active la machinerie de réparation de l’ADN et les mécanismes de réponse au stress 
oxydant pour lutter contre la formation des radicaux libres ou espèces réactives de 
l’oxygène (ERO).  
 
 
Les ERO présentent un paradoxe en ce qui concerne lur fonction biologique : d’une 
part, ils interviennent dans l’activation du système immunitaire, la médiation de la 
signalisation cellulaire et jouent un rôle essentiel dans l’apoptose. D’autre part, ils peuvent 
endommager d’importantes macromolécules dans les cellules et intervenir dans la 
cancérogénèse et les maladies cardiovasculaires (Fang et l, 2002).  
Les molécules ou microconstituants capables d’interfér  avec les ERO sont appelés 
antioxydants (Valko et al, 2004 ; Valko et al, 2006). Ils se composent : 1) d’enzymes 
(superoxydes dismutases Cu-Zn et Mn, catalase, glutathion peroxydases, couple 
thiorédoxine - thiorédoxine réductase, hème oxygénase, protéines de choc thermique, 2) de 
protéines transporteuses du fer et du cuivre (transferrine, ferritine, céruléoplasmine), 3) de 
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molécules antioxydantes de petite taille (glutathion et groupements thiols, acide urique, 
bilirubine, glucose, vitamines A, C, E, ubiquinone, caroténoïdes, flavonoïdes), et d'oligo-
éléments (cuivre, zinc, sélénium) indispensables pour l'activité des enzymes antioxydantes. 
Une seule méthode ne peut à elle seule rendre compte du statut oxydant (Gutteridge, 1993 ; 
Ho et al, 2013). Actuellement plus de 80 dosages peuvent être proposés dont une bonne 
trentaine sont réalisables dans les conditions usuelle  de la routine clinique. Dans ce 
travail, 3 paramètres ont été étudiés pour évaluer la réponse des fibroblastes irradiés au 
stress oxydant: le FRAP, la concentration de GPx, et la quantité intracellulaire de protéines 
thiols. 
 
Dans notre étude, le FRAP qui caractérise le potentiel réducteur c'est-à-dire anti-oxydant 
global de la cellule est paradoxalement augmenté après irradiation sans modulation 
significative par les milieux conditionnés.  
 
La baisse du taux des groupements thiols est un marqueu  de stress oxydatif et reflète 
l’oxydation des protéines intracellulaires et les capacités non enzymatiques de lutte contre 
le stress oxydant. Dans notre modèle, seuls les fibroblastes du groupe MC-ASC-Shh ont 
présenté une augmentation significative des protéines thiols à 30 min post-irradiation. Ce 
résultat n’ayant jamais été décrit dans la littérature, son interprétation est complexe. Une 
augmentation des protéines thiols reflète un milieu ntracellulaire plus réducteur et ainsi un 
meilleur système d’adaptation des cellules. Cet effet est en accord avec l’augmentation du 
FRAP observé précédemment qui pourrait ainsi protéger les groupements thiols. Pour 
confirmer ce résultat il sera nécessaire d’augmente le nombre de lots de fibroblastes 
étudiés et de réaliser des investigations complémentair s, notamment un dosage des 
protéines carbonyles. Toute attaque radicalaire d’un acide aminé provoque l’oxydation de 
certains résidus aminés avec, pour conséquences, l’apparition de groupements carbonylés, 
des clivages de chaînes peptidiques et des ponts bi-tyros ne intra- et inter-chaînes (Haleng 
et al, 2007). Ainsi l’augmentation des protéines carbonyles est un indicateur du stress 
oxydant de la cellule qui permettra de compléter et de confirmer les résultats obtenus avec 
le dosage des protéines thiols. 
 
Enfin, la GPx intracellulaire, enzyme séléno-dépendante impliquée dans la lutte 
enzymatique contre les ERO est significativement augmentée dans les fibroblastes irradiés 
par rapport aux fibroblastes non irradiés sans bénéfice observé dans les MC-ASC et les 
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MC-ASC-Shh. Bien que non significative, cette augmentation tend à être plus précoce pour 
les fibroblastes des 2 milieux conditionnés. Il a d’ailleurs été rapporté que le sécrétome des 
ASC favorisait la protection des fibroblastes contre le stress oxydant par augmentation de 
l’activité SOD (Superoxyde Dismutase) et GPx (Kim et al, 2008). Cette augmentation de 
la GPX, en catalysant la réduction de H202 en H20, pourrait aussi participer à augmenter le 
pouvoir réducteur du milieu mesuré par le FRAP et pro éger les groupements thiols d’une 
oxydation. 
Par ailleurs, des travaux ont démontré, sur des cellules neurales, un rôle protecteur de Shh 
contre les ERO par stimulation de ces mêmes enzymes (Dai et al, 2011, Peterson and 
Turnbull, 2012). Plusieurs hypothèses peuvent expliquer nos résultats. Les capacités de 
réponses peuvent être dépassées par l’importance du stress oxydant. En effet la GPx se 
comporte de deux manières selon l’intensité de la production radicalaire : 1) surexpression 
de l’enzyme dans un premier temps sous le contrôle du facteur de transcription Nrf2 
(Nuclear factor erythroid 2 [NF-E2]-related factor 2), inducteur des systèmes enzymatiques 
de défenses antioxydantes et des enzymes impliquées dans la détoxication, 2) destruction si 
le stress oxydant perdure (Delattre et al, 2007). En effet, la GPx est sensible à un stress 
oxydant important et en cas de production élevée de ERO cette enzyme est détruite. Dans 
le cas d’une irradiation des fibroblastes, la quantité des ERO produite est très importante et 
pourrait expliquer une destruction de l’enzyme. L’action du sécrétome des ASC et de Shh 
serait alors inefficace sur une protéine non fonctio nelle. Par ailleurs la GPx est une 
enzyme séléno-dépendante. Les milieux de culture utilisés dans ce travail, contrairement 
aux milieux tels que l’IMDM (Iscove’s Modified DMEM), ne sont pas supplémentés avec 
cet oligoélément, ce qui pourrait expliquer la faible activité de la GPx malgré l’activation 
par les facteurs paracrines des ASC et Shh. Sieber et al. ont d’ailleurs mis en évidence sur 
un modèle rongeur, l’intérêt du sélénium comme protecteur contre les lésions rénales 
radio-induites (morphologiques et fonctionnelles) (Sieber et al, 2009). 
Il serait donc utile d’évaluer l’activité de la GPx en supplémentant les milieux en sélénium 
et d’étudier l’activité de la SOD décrite comme accrue à la fois par le sécrétome des ASC 
et par Shh. Par ailleurs, aucune étude n’a été publiée à notre connaissance, sur l’activation 
du facteur de transcription Nrf2 par les sécrétome des ASC ou Shh, cependant, des travaux 
récents confirment son importance dans la réponse des fibroblastes au stress post-
irradiation. McDonald et al, ont démontré une activation importante mais retardée (J5 post-
irradiation) de Nrf2 dans des fibroblastes irradiés à plus faible dose (8Gy) (McDonald et
al, 2010), activation qui permet cependant la protection des fibroblastes, confirmée par les 
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travaux de Mathew et al (Mathew et al, 2014). Ainsi, une étude de l’effet du sécrétome des 
ASC/ASC-Shh et un dosage plus tardif de l’activité GPx permettraient également de 
compléter ce travail. 
 
 
L’évaluation des dommages à l’ADN a été réalisée 30 min, 6 h et 24 h post-
irradiation par SCGE. Cette technique semi-quantitative permet d’obtenir un état global 
des dommages de l’ADN et plus particulièrement des CDB. Les résultats confirment la 
formation de cassures double brin de l’ADN à 30 minpost-irradiation avec un retour au 
statut de base des cellules dès 24 h après irradiation. Ce résultat est en accord avec les 
travaux décrits sur la réparation des dommages à l’ADN suivant l’irradiation, qui 
rapportent un délai de 24 à 72 h pour la réparation des CDB dans des fibroblastes irradiés 
(Lobrich and Jeggo, 2005 ; Prendergast et al, 2011). 
On ne note cependant aucune différence entre les fibroblastes irradiés du milieu témoin et 
les fibroblastes irradiés des milieux conditionnés par les ASC ou les ASC-Shh. 
L’activation interne des mécanismes de réparation de l’ADN est fortement impliquée dans 
la radiorésistance des cellules souches, principalement cancéreuses (Hambardzumyan et al, 
2006). Il a en effet été démontré que ces dernières étaient capables d’activer des 
checkpoints cellulaires en particulier via l’activaion de Chk1 et 2, favorisant ainsi la mise 
en place des systèmes de réparation (Squatrito e  al, 2010 ; Signore t al, 2014). Cependant 
l’activation des systèmes de réparation (excision de base, recombinaison homologue ou 
recombinaison non homologue) via des processus de paracrinie n’a pas été décrite au 
niveau des cellules souches et de leur environnement. 
A l’inverse, il a été rapporté un effet de Shh sur la mise en œuvre des mécanismes de 
réparation de l’ADN. L’effet radioprotecteur (Chen et al, 2011) ou radiosensibilisant 
(Leonard et al, 2008) du blocage des mécanismes de réparation reste controversé mais le 
mode d’action est accepté. Via l’activation du facteur de transcription Gli, la voie de ATR 
est altérée en aval d’ATR par inhibition de la liaison Chk1-Clapsine. Ce checkpoint 
permet, dans des conditions normales, de bloquer le cycl  cellulaire en phase S. L’absence 
d’arrêt du cycle pour la mise en place des réparations induit une poursuite du cycle 
cellulaire malgré les dommages de l’ADN. Aux vues d ces travaux on pouvait envisager 
une réparation plus tardive ou réduite des dommages de l’ADN pour les fibroblastes 
irradiés cultivés dans le MC-ASC-Shh qui n’a pas été observé. Ceci peut s’expliquer par le 
type de cellules irradiées (fibroblastes versus cellules souches cancéreuses hépatiques et 
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cellules rénales embryonnaires), ou par une trop faible concentration de Shh dans le milieu 
conditionné. Il est à noter également que la technique SCGE est une technique indicative 
qui ne permet pas de déterminer avec exactitude le type de lésion du matériel génétique ni 
les mécanismes de réparation mis en place par la cellule. Pour ce faire, il serait donc 
nécessaire d’étudier par immunofluorescence ou cytométrie en flux le nombre de foyers 
H2AX dans les noyaux des fibroblastes irradiés cultivés dans les différents MC. Ce travail 
permettrait de quantifier le nombre de CDB et les effets des milieux conditionnés sur cette 
lésion spécifique ainsi que d’identifier la voie de réparation majoritairement mise en place 
dans chaque condition.  
 
L’ensemble de ces résultats ne met en évidence aucun effet significatif du sécrétome des 
ASC ni de Shh sur les réponses cellulaires précoces après irradiation. 
 
 
 
 
 
IV.B)  Survie cellulaire des fibroblastes irradiés 
 
L’irradiation des fibroblastes provoque des dommages notamment au niveau de 
l’ADN qui peuvent excéder les capacités de réparation des cellules entrainant alors la mort 
cellulaire. Cette dernière se définit comme la perte des capacités de prolifération. Ainsi, 
l’évaluation de la capacité des fibroblastes à former des colonies (CFU-F) après irradiation 
est un reflet global de cette capacité à proliférer quel que soit le type de mort cellulaire des 
fibroblastes. 
 
 
Dans ce travail les CFU-F ont été comptées 14 jours ap ès irradiation. Les résultats 
ont montré un effet significatif des milieux conditionnés par les ASC et les ASC-Shh sur la 
survie des fibroblastes irradiés par rapport aux fibroblastes irradiés du milieu témoin 
suggérant que le sécrétome des ASC favorise la survie cellulaire après irradiation sans 
bénéfice de Shh. 
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Pour caractériser le type de mort cellulaire impliqué, nous nous sommes tout d’abord 
intéressés à l’apoptose en utilisant les caspases comme marqueurs (enzymes protéolytiques 
activés lors de l’apoptose des cellules). Cette dernière est un phénomène précoce qui a été 
étudié de 30 min à 24 h post-irradiation. En accord avec la littérature, les résultats montrent 
la faible participation de l’apoptose dans la mort précoce radio-induite dans le cas des 
fibroblastes (2 à 6% à 24 h post-irradiation). Contrairement aux cellules en suspension 
comme les lymphocytes, l’apoptose n’est pas le typede mort privilégiée pour les cellules 
adhérentes telles que les fibroblastes (Stewart et al, 2012). Cmielova et al. décrivent un 
pourcentage maximum d’apoptose de 10% à 20 Gy (Cmielova t al, 2011) pour ce type de 
cellules en concordance avec nos résultats. Il est à noter également qu’une partie des 
cellules détectées comme « apoptotiques » peut, en fait, correspondre à des cellules en 
mort mitotique, les caspases ne constituant pas des marqueurs spécifiques permettant de 
distinguer les deux types de mort (Vakifahmetoglu et al, 2008). Il serait donc intéressant de 
compléter cette étude par une analyse différenciant la mort mitotique de l’apoptose après 
irradiation en utilisant un marquage à l’annexin V spécifique de la bascule des 
phophatidylsérines de la face interne à la face extrne des cellules, caractéristique du 
phénomène d’apoptose. 
 
 
La mort par nécrose représente un deuxième processus de mort cellulaire précoce 
décrit en cas de forte de dose de radiation lorsque les systèmes de réparation cellulaire sont 
dépassés par la quantité d’espèces réactives de l’oxygène et les lésions de l’ADN, avant 
arrêt du cycle cellulaire (Panganiban et al, 2013). Dans notre étude aucune différence 
significative entre les taux de nécrose des fibroblastes irradiés des différentes conditions de 
culture n’a été observée de 30 min à 24 h post-irradiation. La mitigation de la nécrose 
radio-induite par le sécrétome des ASC ou par Shh n’a, à notre connaissance fait l’objet 
d’aucune étude. L’initiation très précoce de ce mécanisme pourrait expliquer l’absence 
d’effet des milieux conditionnés par les ASC/ASC-Shh.  
 
 
L’entrée en sénescence non réplicative est un type de mort cellulaire plus tardif que 
l’apoptose ou la nécrose, fréquemment observé pour les fibroblastes irradiés (Stewart et al, 
2012). Le critère d’évaluation de notre étude pour caractériser les cellules sénescentes a été 
le dosage de l’activité β-galactosidase des cellules de 6 h à 96 h post-irradiation. Notre 
Partie III : Mécanismes d’action du sécrétome des ASC(-Shh) et implication dans l’angiogenèse 
 
Diane Riccobono/ Thèse d’Université 2014/ Grenoble  248 
étude confirme l’implication de la sénescence prématurée dans la mort tardive radio-
induite des fibroblastes qui atteint un taux de 17.8% à 96 h en accord avec la littérature 
(Stewart et al, 2012). On observe par ailleurs, un effet protecteur du sécrétome des ASC 
sans bénéfice résultant de la transfection par Shh (MC-ASC et MC-ASC-Shh versus milieu 
témoin respectivement 0.5 et 1.7% ; p<0.05) par rapport aux  fibroblastes irradiés du 
milieu témoin à 72 et 96 h post-irradiation. 
Les protéines p53, p14, et p16 représentant des acturs clés de la sénescence, la fluctuation 
des taux de leurs ARNm entre 30 min et 48 h post-irradiation a été choisie comme critère 
d’étude dans notre travail.  
 
Lors de la sénescence prématurée, les protéines p14 et p16 sont activées, aboutissant, via 
une inhibition des CDK, à l’entrée en senescence (Campisi and d'Adda di Fagagna, 2007). 
Dans notre évaluation par RT-PCR, les amorces utilisées sont communes à p14 et p16 mais 
il faut noter que ces deux protéines sont codées par un même gène et qu’elles possèdent un 
même promoteur. Elles diffèrent uniquement par un épissage alternatif de l’exon 1 et la 
régulation de leur expression est commune par répression du locus Ink4a/Arf par Bmi1 (B-
lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog, un complexe polycomb répressif). Leur 
expression varie dans le même sens en cas de lésion de l’ADN (augmentation de leur 
expression) (Jacobs et al, 1999 ; Bruggeman et al, 2005). 
Dans notre étude une diminution des taux d’ARNm de p14/p16 est observée à 6 h post-
irradiation pour les fibroblastes irradiés du milieu témoin et cette exposition aux RI 
n’entraine pas d’augmentation des taux d’ARNm 24 h à 48 h après l’irradiation malgré un 
pourcentage de cellules sénescentes significativement augmenté. Les fluctuations de p14 
dans ce contexte n’ont pas été décrites mais il a été d montré que l’augmentation 
d’expression de p16, bien qu’impliquée dans l’entrée en sénescence n’était détectable 
qu’après l’apparition de la sénescence morphologique en culture (Hara et al, 1996 ; Stein 
et al, 1999). Nos résultats sont également en accord avec ceux de Song et al  qui ont 
rapporté une diminution de la sénescence des fibroblastes photo-irradiés sans diminution 
de l’expression de p16 (Song et al, 2011). Cette étude sera complétée en augmentant le 
temps d’observation et en évaluant l’expression de ces deux protéines par WB ou ELISA 
afin de différencier les effets du sécrétome des cellules souches sur chacune d’entre elles. 
Concernant l’action de la protéine Shh il nous sembl  nécessaire d’évaluer l’activité de la 
protéine en l’absence du sécrétome ASC pour conclure définitivement.  
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Concernant la protéine p53, celle-ci est impliquée à la fois dans l’entrée en sénescence et 
en apoptose après activation par les protéines sensors (Purvis et al, 2012). Elle est active 
sous forme phosphorylée et va orienter la cellule vers les voies de mort spécifiques via 
l’activation respectivement de p16/p21 (senescence) et Bax/Apaf1 (apoptose) (Hengartner, 
2000 ; Campisi and d'Adda di Fagagna, 2007). Dans notre travail, on observe une 
diminution significative de l’expression des taux d’ARNm de p53 par les fibroblastes 
irradiés du milieu conditionné ASC-Shh. Ce résultat est en accord avec la littérature qui 
rapporte une modulation de l’expression, de la phosrylation et de la stabilité de p53 
phosphorylée, par Shh via le facteur de transcription Gli 3, prévenant le blocage du cycle 
cellulaire et inhibant l’entrée en apoptose des cellules (Prykhozhij, 2010 ; Kang et al, 
2012). Il a cependant été démontré que malgré des variations d’expression, seule la 
quantité de p53 active, c'est-à-dire phosphorylée, est un reflet de son activité (Webley t al, 
2000). Shh agit également en aval de p53 en stabilis nt les protéines anti-apoptotiques 
Bcl2 et Bcl-X2 (Bigelow et al, 2004). Au total notre travail n’établit pas la capacité de Shh 
à moduler l’apoptose dans le contexte de l’irradiation mais il faut remarquer que cette mort 
est marginale dans le modèle fibroblaste. Enfin soulignons que la protéine p53, à l’inverse 
de p16, module préférentiellement la sénescence dit « réplicative » secondaire au 
raccourcissement des télomères par rapport à la sénesce ce prématurée secondaire aux 
lésions de l’ADN (Webley et al, 2000) à l’inverse de p16 (Herbig et al, 2004). 
 
 
 
IV.C)  Effet immunomodulateur du sécrétome des ASC et ASC-Shh 
 
L’effet délétère des vagues inflammatoires extensives observées au cours du 
syndrome cutané radio-induit constitue un objectif thérapeutique prioritaire. 
Les ASC peuvent moduler la réponse inflammatoire de façon directe en agissant sur les 
macrophages et les cellules dendritiques, en inhibat à la fois leur différentiation, leur 
expression de molécules de co-stimulation et en favorisant leur sécrétion de molécules 
immunosuppressives telle que l’IL10 (Ivanova-Todorova et al, 2009). Elles peuvent 
également inhiber la sécrétion d’immunoglobulines par les cellules mononucléées du sang 
(Bochev et al, 2008) et diminuent la réaction inflammatoire par sécrétion de PGE2 (Cui et
al, 2007 ; Yanez et al, 2010).  
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Notre étude a porté quant à elle sur le potentiel immunosuppresseur indirect des ASC c'est-
à-dire impliquant l’action des facteurs paracrines qu’elles sécrètent sur les fibroblastes 
irradiés. 
 
Concernant la protéine Shh, celle-ci intervient également à différentes étapes de la réponse 
immunitaire et inflammatoire exerçant i  vitro un rôle immuno-suppresseur ou immuno-
activateur selon les équipes. Ainsi il a été rapporté que Shh inhibe la différentiation des 
thymocytes et à l’inverse, a un effet stimulateur sla différentiation des lymphocytes 
CD4+ du sang périphérique (Benson et al, 2004). Par ailleurs Stewart e al ont démontré à 
la fois une augmentation de la sécrétion d’IFNγ et d’IL2 (pro-inflammatoire) mais aussi 
d’IL10 (anti-inflammatoire) par les lymphocytes CD4+ (Stewart et al, 2002) en présence 
de Shh. Les études réalisées in vivo sont plus homogènes : un effet cliniquement évaluable 
anti-inflammatoire a été observé dans un modèle murin de maladies inflammatoires 
chroniques de l’intestin (MICI), associé à une diminut on de la sécrétion de l’IL6 
(Zacharias et al, 2010). De même, des travaux sur un modèle rongeur de pancréatite aiguë 
ont mis en évidence un effet immunomodulateur de Shh impliquant la sécrétion d’IL10 par 
les macrophages pancréatiques (Zhou et al, 2012).  
 
Notre étude a porté sur l’IL1α, une cytokine pro-inflammatoire pléiotropique 
principalement sécrétée par les macrophages mais églement par les fibroblastes ou les 
cellules endothéliales. 
Les résultats mettent en évidence une réponse inflammatoire à l’irradiation sur les 
fibroblastes irradiés du milieu témoin avec une augmentation significative du taux 
d’ARNm de l’IL1α. Cette réaction a été réduite de façon similaire par les MC-ASC et MC-
ASC-Shh de 24 h à 48 h post-irradiation, les taux d’ARNm pour l’IL1α restant voisins du 
taux basal des fibroblastes non irradiés. 
Cette étude devra être complétée par celle de l’expression d’autres cytokines pro-
inflammatoires telles que l’IFNγ, le TNFα (pour lesquels nous avons été confrontés à 
l’absence de spécificité des amorces Syber green) mais aussi l’IL2 en réalisant un design 
d’amorce pour sonde Taqman par exemple. De plus l’étude de l’expression des cytokines 
anti-inflammatoires telle que l’IL10 permettrait decompléter ce travail. Enfin au vu de ces 
résultats une étude de l’expression de ces gènes codant pour des protéines de 
l’inflammation devrait être étendue à 96 h post-irradiation.  
  
Partie III : Mécanismes d’action du sécrétome des ASC(-Shh) et implication dans l’angiogenèse 
 
Diane Riccobono/ Thèse d’Université 2014/ Grenoble  251 
IV.D)  Propriétés pro-angiogéniques des ASC et ASC-Shh 
 
Le défaut de revascularisation, qui ne permet pas l’arrivée des nutriments aux tissus 
irradiés, est un facteur clé du défaut de cicatrisation et de l’évolution vers la nécrose dans 
le SCR. Nous avons donc étudié de façon comparative le potentiel angiogénique des ASC 
et des ASC-Shh. 
 
 
Notre travail a d’abord porté sur la réponse des fibroblastes à l’irradiation en ciblant 
deux des principaux gènes de l’angiogénèse : VEGFα et ANG1, ANG2 n’ayant pu être 
étudié pour des raisons techniques. 
En réponse à l’irradiation, les taux d’ARNm de ANG1 sont diminués de 6 h à 24 h post-
irradiation dans les fibroblastes du groupe milieu témoin alors que dans les deux groupes 
milieux conditionnés une augmentation transitoire d’ xpression est observée au temps 
24 h. L’inhibition radio-induite de ANG1 a précédemment été décrite dans un modèle 
d’irradiation cérébrale de rats à 8 h post irradiation (Lee et al, 2011), ce qui est en 
concordance avec nos résultats. 
Sur le plan mécanistique, la voie de signalisation aboutissant à l’expression de l’ANG1 est 
partiellement connue. Elle met en jeu deux cascades de ignalisation principales : la voie 
des PI3K/Akt et de Ras/Erk qui activent l’expression du gène de l’ANG1 de même que le 
facteur Hif1-α (Kaur et al, 2005) (Figure 53).  
 
Figure 53 : Schéma 
synthétique des voies de 
signalisation activant la 
transcription du gène de 
l’angiopoïétine 1. 
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De façon pertinente, il a été rapporté que le sécrétome des ASC favorisait l’activation de la 
voie PI3K/Akt (Fan et al, 2012) de même que Shh qui est également impliquée dans la 
stimulation de la voie Ras/Erk par activation de Erk (Chang et al, 2010 ; Madhala-Levy et 
al, 2012 ; Yao et al, 2014) (Figure 53). Ces voies métaboliques ont pu être activées dans 
les fibroblastes des groupes milieux conditionnés permettant d’expliquer l’augmentation 
transitoire d’expression de l’ANG1 observée dans notre étude. 
 
Concernant le VEGF on observe, dans les milieux conditi nés par les ASC et ASC-
Shh, une diminution 6 h après exposition suivie d’une augmentation à 24 h post-
irradiation. Cette augmentation persiste jusqu’à 48 h post-irradiation pour les fibroblastes 
irradiés du MC-ASC-Shh avec une différence statistiquement significative entre MC-ASC 
et MC-ASC-Shh. La voie de signalisation aboutissant à l’expression du VEGFα, bien que 
plus complexe, est mieux connue que celles de l’ANG1. Aux voies de signalisation 
PI3K/Akt, RAS/Erk (Rak et al, 2000 ; Pages and Pouyssegur, 2005 ; Banerjee t al, 2007) 
et Hif1-α (Kaur et al, 2005), s’ajoute la protéine p38, impliquée dans l’augmentation 
d’expression du VEGFα et la stabilisation de son ARNm et principalement activée en cas 
de stress cellulaire (Tate t al, 2013). La voie de signalisation JAK/STAT, stimulant 
l’expression de ce gène (Niu et al, 2002) et la protéine SPARC qui, à l’inverse réprime 
VEGFα (Rivera et al, 2011) sont également impliquées (Figure 54). 
 
Figure 54 : Schéma synthétique des voies de signalisation activant la transcription du gène du 
VEGFα. 
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Comme nous l’avons indiqué précédemment, le sécrétome des ASC stimule la voie des 
PI3K/Akt (Fan et al, 2012) expliquant l’augmentation d’expression du VEGFα à 24 h post-
irradiation pour les fibroblastes du MC-ASC. De plus, de nombreux travaux in vitro ont 
montré que la protéine Shh intervient à plusieurs niveaux dans les voies de transduction de 
l’expression de VEGFα. En effet, elle stimule la voie PI3K/Akt (Madhala-Levy et al, 
2012), RAS/Erk (Chang et al, 2010) comme pour l’angiopoïétine 1, mais également la voie 
JAK/STAT3 (Lappano and Maggiolini, 2011). Il est également important de noter que 
pour la régulation de l’expression de VEGFα, les voies préférentielles d’activation 
diffèrent en fonction du type cellulaire. Pagès et al, ont mis notamment en évidence que les 
voies PI3K/Akt (stimulée par les ASC et Shh) et RAS/Erk (stimulée par Shh) sont 
respectivement mises en œuvre de façon préférentiell  dans les cellules épithéliales et les 
fibroblastes (Pages and Pouyssegur, 2005). L’augmentatio  persistante de l’expression de 
VEGFα dans les fibroblastes irradiés du MC-ASC-Shh est en accord avec ces données. 
 
Dans ce travail, on observe également une diminutio transitoire significative de 
l’expression du VEGFα à 6 h post-irradiation pour les cellules irradiées d  deux milieux 
conditionnés (ASC et ASC-Shh). Il est à noter que, tout comme l’angiopoïétine 1, 
l’expression du VEGFα est diminuée par l’exposition aux rayonnements ionisants (Lee et 
al, 2011). Celle-ci a été observée entre 8 h et 24 h post irradiation. Une cinétique 
d’expression du VEGFα variable suite aux RI entre les différents milieux de culture est 
envisageable. En effet, l’expression de ce gène n’a été quantifiée qu’à quatre temps post-
irradiation, il n’est donc pas possible d’exclure un décalage de la cinétique d’expression 
avec une diminution de l’expression de VEGFα plus précoce ou vraisemblablement plus 
tardive dans les fibroblastes irradiés du milieu témoin. 
 
 
Au total cette étude par RT-qPCR a permis d’analyser les effets directs de Shh et 
indirect des ASC via leur sécrétome sur l’expression des gènes pro-angiogéniques par des 
fibroblastes irradiés. Ces travaux dont les résultats sont en accord avec la littérature 
nécessitent cependant d’être complétés par une analyse de l’expression protéique de 
ANG1, ANG2 et VEGFα par WB ou ELISA. La cinétique d’expression du VEGFα 
nécessite d’être précisée, notamment par une évaluation à des temps plus précoces. 
L’existence d’une synergie entre sécrétome des ASC et Shh, comme suggérée par le 
maintien prolongé de l’augmentation de l’expression de VEGFα dans le groupe MC-ASC-
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Shh devra être confirmée. Le nombre important de voi s de signalisation activées par Shh, 
dont certaines, communes avec le sécrétome ASC, pourrait sous tendre un tel effet 
coopératif. 
 
 
 
Dans une deuxième étape, l’activité pro-angiogénique directe des ASC et des ASC-
Shh a été confirmée in vivo dans un modèle de souris NOD/SCID implantées avec des 
Matrigel™ préalablement chargés avec des cellules souches manipulées ou non. 
L’observation macroscopique des Matrigel™ implantés a permis de mettre en évidence 
une revascularisation (existence d’un ancrage vascul ire) accrue par la sécrétion de la 
protéine Shh et confirmée par le dosage du contenu  Hb et l’analyse 
immunohistochimique. Différents marqueurs spécifiques des cellules endothéliales ont été 
utilisés : le facteur von Willebrandt protéine cytoplasmique des cellules endothéliales, 
également impliqué dans la cascade de coagulation, le CD34, une protéine 
transmembranaire et le CD31 (PECAM-1) une molécule d’adhésion cellulaire de 
l’endothélium vasculaire (Gehling et al, 2000). Ces protéines initialement utilisées pour 
l’étude de l’angiogénèse tumorale représentent des marqueurs de choix des cellules 
endothéliales (Weidner et al, 1993). 
Le facteur von Willebrandt ne révèle pas de différence entre les diverses conditions de 
Matrigel™ mais il est important de noter que ce facteur est principalement exprimé dans 
les vaisseaux de gros calibre. A l’inverse on observe des marquages CD34 et CD31 
importants dans les Matrigel™ chargés avec des ASC et des ASC-Shh. Particulièrement le 
CD31, spécifique des cellules endothéliales, met clairement en évidence la présence de 
cellules positives pour cette protéine formant des agrégats dans les Matrigel™ contenant 
des ASC-Shh. 
Afin de compléter ces résultats, des approches optimisées de marquage des ASC et ASC-
Shh avant chargement des biogels permettrait d’étudier leur localisation finale au regard 
des structures vasculaires et d’identifier des phénomènes éventuels de transdifférenciation. 
Nos résultats confirment de manière pertinente le pot ntiel pro-angiogénique des ASC et 
leur optimisation par Shh. 
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L’ensemble de ces travaux utilisant des cellules porcines n’a pas montré une activité 
du sécrétome des ASC et ASC-Shh vis à vis des réactions cellulaires précoces post-
irradiation des fibroblastes : induction des systèmes de réparation de l’ADN, modulation 
de la réponse au stress oxydatif, apoptose et nécrose. Ils ont en revanche confirmé l’activité 
pro-angiogénique des facteurs sécrétés par les ASC et leur effet sur la survie cellulaire, 
impliquant principalement l’inhibition de l’entrée en sénescence. Dans le contexte du SCR 
une cellule en sénescence bien que métaboliquement active est incapable de division. En 
inhibant cette voie sans activer l’apoptose ou la nécrose des fibroblastes irradiés, les 
facteurs paracrines des ASC vont permettre de maintenir un nombre plus important de 
cellules capables de proliférer. De plus, nous avons observé une optimisation du sécrétome 
des ASC par la transfection transitoire de Shh. Cette protéine ne semble pas agir sur 
l’entrée en sénescence mais possède une action anti-inflammatoire particulièrement 
importante pour le traitement du SCR. Il est intéressant de noter que le sécrétome des 
ASC-Shh présente également un potentiel angiogénique plus important que celui des ASC, 
induisant une augmentation significativement plus prolongée de l’expression du VEGFα. 
Ceci suggère que, comme recherché, la transfection transitoire des ASC par Shh optimise 
leur potentiel pro-régénératif avec une action synergique sur l’immunosuppression et 
l’angiogénèse. Globalement ces résultats confirment les résultats de Chen et al (Chen L. et 
al, 2008), sur l’importance des facteurs paracrines pour favoriser la cicatrisation. Ils 
soulèvent la question de l’utilisation de milieux conditionnés acellulaires pour s’affranchir 
de la compatibilité donneur-receveur.  
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 DISCUSSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 
 
 
 Les caractéristiques cliniques et physiopathologiques du syndrome cutané radio-
induit rendent sa prise en charge complexe en raison notamment des délais d’apparition 
des lésions et d’une évolution ponctuée de vagues inflammatoires extensives imprévisibles 
(Delanian and Lefaix, 2005). Cependant, si la chirurg e d’exérèse très délabrante était 
fréquente voire de règle il y a une quinzaine d’années, les progrès réalisés depuis ont été 
notables, en particulier grâce à la définition d’une stratégie qui combine injection de 
cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse et traitement chirurgical guidé 
par dosimétrie physique (Bey et al, 2010a). Le potentiel régénératif des cellules souches 
multipotentes adultes a été démontré par de nombreux t avaux bien que leur mécanisme 
d’action reste discuté (Caplan, 2009 ; Zuk, 2010 ; Chen et al, 2012 ; Strioga et al, 2012). 
Se fondant sur ces données, l’objectif de ce travail de thèse était d’identifier des approches 
permettant d’améliorer la prise en charge du SCR. En effet, celle-ci est actuellement 
limitée aux cas isolés de surexposition cutanée en raison du temps d’expansion nécessaire 
pour produire des greffons de cellules souches de taill suffisante. De nombreux travaux 
ont été réalisés dans le domaine de la réparation tissulaire avec des BM-MSC (Strioga et 
al, 2012), cependant, depuis la découverte des cellules souches dans les autres tissus 
conjonctifs, les cellules souches dérivées du tissu adipeux (ASC) ont révélé un potentiel 
pro-régénératif important voire supérieur au BM-MSC (De Ugarte et al, 2003b ; Kern et al, 
2006). Elles sont par ailleurs plus faciles d’accès et plus abondantes. Ainsi, nous avons 
choisi dans notre étude, d’évaluer les ASC comme nouvelle source de cellules souches 
adultes pour la prise en charge du SCR (Fraser et al, 2006 ; Hass et al, 2011). 
 
Fondées sur les propriétés décrites des ASC, différentes stratégies thérapeutiques 
étaient envisageables : 
- la constitution de banques cellulaires, autologues et allogéniques 
- l’optimisation ex vivo des cellules souches limitant ainsi le nombre de cellules 
constituant le greffon (thérapie génique transitoire) 
- l’utilisation du sécrétome de cellules souches optimisées ou non (milieux 
conditionnés) 
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La constitution de banques est une approche réaliste, maîtrisée pour d’autres sources de 
cellules souches (greffons de sang de cordon (Petrini, 2014)). Elle permet la mise à 
disposition du clinicien, sans délai, d’un greffon de taille clinique. Nos travaux réalisés 
chez le miniporc ont permis de montrer le bénéfice clinique de l’injection d’ASC 
autologues ayant subi un cycle de congélation-décongélation. La fonctionnalité des cellules 
injectées confirme les travaux mettant en évidence un temps de doublement, une entrée en 
sénescence et une expression des marqueurs de surface similaires pour des ASC dites 
« fraîches » et congelées (De Rosa et al, 2009 ; Devireddy and Thirumala, 2011 ; 
Miyamoto et al, 2012) ainsi que l’absence d’aberrations chromosomiques (Dariolli et al, 
2013). Cependant, dans un contexte d’application cli ique, l’absence de toxicité du 
cryoconservateur reste un défi technique majeur. Des travaux sont en cours pour diminuer 
voire abolir l’utilisation du diméthyl sulfoxide notamment par l’utilisation de séricine 
(Miyamoto et al, 2012) ou de méthyl cellulose (Thirumala et al, 2010) permettant, à terme, 
l’obtention de greffons de grade clinique.  
Les injections d’ASC allogéniques sans phénotypage, produites dans les mêmes conditions 
que les ASC autologues, n’ont, dans notre modèle, pas permis d’observer de bénéfice 
clinique. Les propriétés immunomodulatrices (Cui et al, 2007 ; Yanez et al, 2010), 
l’absence d’expression du CMH2 des ASC (Le Blanc et al, 2003b) et les résultats de 
greffes allogéniques publiés chez le rongeur justifiaient ce volet de notre étude (Chen et al, 
2009 ; Gimble et al, 2011). Le modèle miniporc, plus proche de l’Homme, est cependant 
plus complexe que le modèle rongeur sur le plan immunologique. De plus, le micro-
environnement pro-inflammatoire a pu favoriser l’expression du CMH2 par les ASC 
(Kronsteiner et al, 2011). Au total, la stratégie des banques cellulaires nécessite donc, à ce 
stade, des investigations supplémentaires pour pouvoir être mise en place notamment avec 
le typage du CMH des cellules souches.  
 
 
La manipulation ex vivo des ASC dans le but de leur faire sécréter des facteurs 
trophiques d’intérêt (thérapie génique transitoire), impliqués dans les processus majeurs de 
la cicatrisation tels que la prolifération cellulaire, la néoangiogénèse, l’inflammation, 
représente une autre approche innovante. Elle se fonde sur une expression transitoire (sans 
intégration dans le génome du matériel génétique) de la protéine choisie, pendant une 
durée suffisante pour permettre de produire un effet thérapeutique mais non prolongée, 
pour limiter une iatrogénie de type pro-tumoral. Dans ce travail, l’évaluation d’un 
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protocole de thérapie génique transitoire par nucléofection permettant la synthèse de la 
protéine Shh par les ASC a confirmé tant i  vitro que in vivo la faisabilité de cette 
technique. En effet, le protocole évalué permet la transfection d’environ 25% des ASC 
avec une survie des cellules de 90% et ainsi, l’obtention de greffons de tailles cliniques, 
bien tolérés après injections locales chez le miniporc irradié localement à 50 Gy. La 
protéine Shh, choisie pour ses propriétés pro-angiogéniques (Pola et al, 2001) et anti-
apoptotiques (Kasper et al, 2006), a montré son intérêt in vitro et in vivo en particulier en 
stimulant la néoangiogénèse. D’autres protéines pourraient permettre d’optimiser le 
potentiel des ASC. On retiendra notamment la protéine Klotho naturellement exprimée 
dans les cellules des tubules rénaux distaux. Cette protéine, à la fois récepteur 
membranaire et protéine sécrétée après clivage, initialement appelée « hormone de 
jouvence » (Kuro-o, 2008), est impliquée dans la lutte contre les espèces réactives de 
l’oxygène, via la stimulation de la synthèse des enzymes anti-oxydantes (Kuro-o, 2009). 
Cette action anti-oxydante influe indirectement sur la mort cellulaire en diminuant l’entrée 
en apoptose des cellules et surtout l’entrée en senesc ce prématurée (Ikushima et al, 
2006 ; Carracedo et al, 2012). Par ailleurs, il a également été mis en évidence que Klotho 
favorisait la néoangiogénèse in vivo dans un modèle murin d’ischémie vasculaire (Fukino 
et al, 2002) et qu’elle présentait un potentiel immunosuppresseur observé au niveau rénal 
(Izquierdo et al, 2012 ; Zhou et al, 2014).  
 
La stratégie de thérapie génique transitoire nécessite à ce stade, pour être validée, la 
réalisation d’une cohorte complète d’animaux. La production de greffons de tailles plus 
importantes doit être également recherchée. Globalement, concernant l’application à la 
clinique, la législation encadrant l’utilisation etl s essais de thérapie génique considère 
cette stratégie comme un médicament et impose donc un ontrôle des bonnes pratiques 
cliniques et de laboratoire qu’il importera de respecter avec une grande rigueur.  
Dans notre modèle, il a été observé que les injections d’ASC autologues et d’ASC-Shh ont 
permis une cicatrisation des lésions cutanées avec cependant un défect sous cutané associé, 
secondaire à une fibrose des tissus musculaires sou-jacents, plus important avec les 
injections d’ASC-Shh. Ces injections étaient réalisées localement, en sous cutané, dans la 
zone irradiée et les ASC injectées sont restées 4 jours dans le derme à proximité du point 
d’administration (Forcheron et al, 2012). En se fondant sur les résultats observés aec les 
BM-MSC et les ASC sur la réparation myocardique et la réparation des muscles 
squelettiques (Dezawa et al, 2005 ; Farini et al, 2012 ; Henning, 2013), l’injection 
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complémentaire d’ASC en profondeur ou en intramusculaire pourrait permettre de réduire 
cette fibrose musculaire. 
 
 
Pour s’affranchir des risques d’incompatibilité donneur-receveur évoqués 
précédemment, l’utilisation du sécrétome des ASC ou des ASC transfectées par Shh (i.e. 
milieux conditionnés) apparait également comme une stratégie acellulaire innovante. Les 
résultats in vitro de ce travail visant à évaluer les mécanismes d’action des facteurs 
paracrines des ASC et ASC-Shh ont mis en évidence u effet du sécrétome des ASC sur la 
survie cellulaire des fibroblastes irradiés par inhibition de l’entrée en sénescence 
prématurée et sur l’angiogénèse. De plus, ils suggèrent que le sécrétome des ASC-Shh 
exerce une activité immunosuppressive sur les fibroblastes irradiés qui devra être 
confirmer par des investigations complémentaires. Ces travaux ont également montré que 
ce sécrétome favorisait l’angiogénèse et suggérent une action synergique des facteurs 
paracrines des ASC et de Shh. L’utilisation des sécrétomes nécessite cependant de lever un 
certain nombre d’obstacles. Les milieux de culture de ces cellules contiennent des 
composés toxiques et non désirables pour une utilisation clinique tels que l’HEPES ou le 
sérum de veau fœtal. De nombreuses équipes travaillent sur ce point et proposent des 
alternatives avec la mise au point de milieux de culture efficaces, de grade clinique, 
comme le lysat plaquettaire humain en remplacement du sérum de veau fœtal (Bieback et 
al, 2009 ; Bhang et al, 2014). De plus, Timmers et al et Lai et al ont montré que les 
principaux facteurs paracrines impliqués dans la réparation tissulaire étaient libérés dans 
des vésicules extracellulaires (VE) (Timmers t al, 2007 ; Lai et al, 2010). La séparation 
des VE par ultracentrifugation est une technique relativ ment aisée (Katsuda et al, 2013). 
Si les expérimentations confirment i  vivo les résultats obtenus sur des cultures cellulaires, 
cette technique permettra l’utilisation du sécrétome en s’affranchissant du milieu de culture 
des cellules souches. Une autre limite est constituée par le caractère encore partiel des 
connaissances concernant les mécanismes d’action des MSC/ASC en réparation tissulaire. 
Il est actuellement admis que les facteurs sécrétés jouent un rôle pivot dans ce domaine 
(Chen L. et al, 2008 ; Gnecchi et al, 2008 ; Hocking and Gibran, 2010 ; Walter MN. et al, 
2010 ; Yew et al, 2011 ; Liang et al, 2013 ; Bhang et al, 2014) cependant, l’hypothèse 
d’une implication/participation des processus de transdifférenciation ne peut être 
totalement abandonnée. Les travaux de Derby et al ont ainsi montré une implantation 
prolongée des ASC dans le derme et mis en évidence l ur différentiation en kératinocytes 
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dans des modèles in vivo de lésion cutanée (Derby et al, 2014). Enfin, l’injection de 
cellules souches au niveau du site de lésion permet la sécrétion en continue de facteurs 
paracrines avec une forte biodisponibilité contrairement au « pulse » que représente 
l’injection du sécrétome des cellules souches. 
L’utilisation du sécrétome des ASC ou des ASC optimisée par thérapie génique 
représenterait une alternative permettant de s’affranchir du temps de culture et de la 
compatibilité donneur-receveur. Des travaux complémentaires in vivo sont cependant 
nécessaires pour déterminer si le potentiel des facteurs paracrines suffit à obtenir, à lui 
seul, un effet bénéfique sur la cicatrisation du SCR comparable à l’injection d’ASC. 
 
 
L’optimisation du traitement du SCR ne se limite pas aux banques cellulaires, à la 
thérapie génique transitoire et à l’utilisation du sécrétome des cellules souches. De 
nombreux travaux sont en cours dans le domaine de la médecine régénérative. 
Le pré-conditionnement ou « priming » des cellules souches dans le but d’accroître leur 
efficacité thérapeutique après (re)injection représente une autre approche innovante. La 
culture en condition hypoxique, technique la plus étudiée (Ivanovic, 2009), permet 
notamment d’améliorer la survie des ASC et des BM-MSC (Stubbs et al, 2012 ; Yue et al, 
2013), de favoriser leur migration vers les tissus lésés (Rosova et al, 2008) et leur rôle 
immunosuppresseur par inhibition de la voie COX1/2 (Loos et al, 2008). Une accélération 
de la différenciation en précurseurs des cellules endothéliales et une sécrétion accrue de 
facteurs pro-angiogéniques (Wei et al, 2012 ; Liu et al, 2013) ont également été rapportés. 
In vivo,  Kim et al ont de plus montré que la culture des ASC sous hypoxie favorisait la 
réparation cutanée dans un modèle de souris NOD/SCI (Kim and Sung, 2012). La culture 
des ASC sous condition oxydative favorise également la migration des cellules vers les 
tissus lésés et semble diminuer leur apoptose (Li t al, 2009). 
D’autres techniques de pré-conditionnement ont été évaluées, en particulier la co-culture 
des MSC en présence de cytokines. Le TNFα favoriserait ainsi la sécrétion de facteurs pro-
angiogéniques et le rôle immunosuppresseur des MSC (Loos et al, 2008 ; Khan et al, 
2011), tandis que l’érythropïétine (EPO) favoriserait la différentiation des cellules souches 
en progéniteurs endothéliaux (Yu et al, 2013). Il a également été rapporté des méthodes de 
pré-conditionnement plus complexes telles que la co-culture des ASC avec des 
kératinocytes ou dans des milieux conditionnés par des kératinocytes qui orienteraient la 
différentiation des cellules souches vers ce type cellulaire (Chavez-Munoz et al, 2013). Ces 
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techniques de pré-conditionnement ouvrent un nouveau ch mp de recherche en accentuant 
par un « priming » adapté la, ou les propriétés des MSC impliquées dans la réparation 
cutanée. 
 
 
Les MSC représentent une source de cellules souches pouvant également être 
utilisées dans le cadre d’associations avec des biomatériaux pour promouvoir des 
interactions plus physiologiques et permettre un recouvrement tissulaire. Ainsi, de 
véritables substituts dermiques pourraient être réalisés dans le cas de la régénération 
cutanée. Les structures en nanofibres ou les « scaffold » associés avec des MSC 
représentent à cet égard une stratégie innovante. La majorité de ces biomatériaux ont été 
développés dans les années 90 pour mimer les propriétés de la matrice extracellulaire et 
constituent une structure acellulaire mature à la fois en terme d’architecture que de 
structure moléculaire. Ils représentent un support favorisant l’organisation dans l’espace en 
3D du réseau des MSC (Jayarama Reddy et al, 2013) et augmentent de manière synergique 
via leur interaction avec les cellules, l’activité pro-angiogénique de ces dernières 
(Hodgkinson and Bayat, 2011 ; Liu et al, 2011 ; Jayarama Reddy et al, 2013). Ce réseau 
formé favoriserait ainsi le transport des nutriments i dispensables à la réparation tissulaire 
(Egana et al, 2009). Cette stratégie thérapeutique émergeante semble prometteuse dans la 
prise en charge du SCR. 
 
 
 Faisant suite aux travaux initiaux du groupe de Yamanaka et al présentés en 2006, 
les cellules souches pluripotentes induites (induce Pluripotent Stem Cells iPSC) peuvent 
présenter une nouvelle base d’étude pour la régénération tissulaire. Les travaux en cours 
devront établir si ces cellules souches pluripotentes reprogrammées constitueront dans 
l’avenir un outil applicable en clinique (Takahashi and Yamanaka, 2006). Ces cellules 
initialement produites à partir de fibroblastes de souris par la transduction de 4 facteurs de 
transcription (Oct4, Sox2, Klf4 et c-Myc), sont repogrammées à un stade de cellules 
embryonnaires indifférenciées (Takahashi et al, 2007). Depuis, les iPSC ont été produites à 
partir d’un grand nombre de cellules somatiques différenciées et de cellules souches 
adultes aussi bien chez la souris (Meissner et al, 2007 ; Takahashi et al, 2007 ; Eminli et 
al, 2008 ; Varga et al, 2014) que chez l’Homme (Aasen t al, 2008 ; Lowry et al, 2008 ; 
Nakagawa et al, 2008). La reprogrammation apparait comme dépendante de la source 
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cellulaire utilisée, relativement facilitée dans le cas des cellules souches par rapport aux 
cellules épidermiques différenciées pour ce qui est d  notre domaine d’application (Li et 
al, 2007) et pour les ASC en comparaison des BM-MSC (Ong and Sugii, 2013). Chez 
l’Homme, Shamis et al ont mis en évidence pour des iPSC produites à partir de 
fibroblastes du derme, des propriétés pro-angiogéniques in vitro, avec une sécrétion 
augmentée de facteurs tels que VEGFα, ANG1, HGF, IL-8, PDGB-AA (Shamis et al, 
2013). Actuellement, de nombreuses limites affectent l’application de cette thérapie 
personnalisée, principalement d’ordre technique. En effet, il est nécessaire pour appliquer 
cette stratégie thérapeutique à l’Homme, de maitriser le développement de méthodes de 
production d’iPSC sécurisées et efficaces : l’utilisat on de vecteurs rétroviraux pour obtenir 
ces cellules étant la contrainte majeure actuellement, de même que le choix du type 
cellulaire à reprogrammer (Li et al, 2010). Il est néanmoins, clairement admis que les iPSC 
représentent un nouvel outil prometteur dans le domaine de la thérapie régénératrice qui 
couvre un grand domaine de recherche dont la régénération tissulaire en général et la 
réparation cutanée en particulier. 
 
 
La découverte en 2010 des télocytes pourrait également permettre des avancées 
thérapeutiques dans ce domaine. Ces cellules interst tielles de petites tailles présentant des 
prolongements membranaires (télopodes) ont initialement été observées au niveau du 
myocarde puis au niveau du rein, du foie et de la pe u (Popescu and Faussone-Pellegrini, 
2010). Il a été récemment décrit qu’une perte progressive des télocytes du tissu cutané 
pouvait contribuer à modifier l’organisation de la matrice extracellulaire, diminuant le 
contrôle de l’activité des fibroblastes et réduisant insi la capacité de réparation et de 
régénération de la peau (Manetti e  al, 2013). La présence des télocytes est décrite comme 
étant nécessaire pour prolonger l’efficacité de progéniteurs greffés et maintenir 
l’homéostasie tissulaire (Ceafalan et al, 2012). Par ailleurs, leurs télopodes entourent les 
cellules souches (Popescu et al, 2011), suggérant que leur présence participe fortment à la 
survie des greffons de MSC et au maintien du réservoir de cellules souches endogènes. Le 
potentiel de ces cellules n’est pas encore maitrisé, cependant les travaux menés sur la 
compréhension des mécanismes d’interactions télocytes-MSC pourraient permettre 
d’identifier de nouveaux facteurs clés et de développer de nouvelles méthodes 
d’optimisation des greffes de MSC. 
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La thérapie cellulaire représente un ensemble d’approches thérapeutiques non 
exemptes de risques. On citera notamment le risque d’incompatibilité immunologique, de 
développement de tumeur en raison des propriétés pro-angiogéniques et anti-apoptotiques 
des cellules souches et le risque intrinsèque représ nt  par l’injection d’un traitement en 
particulier l’infection, qui est favorisée, dans ceontexte, par le temps de culture des 
cellules. Concernant les MSC, l’étude de Tarte et al (Tarte et al, 2010) suggère que le 
risque d’accumulation d’instabilités chromosomiques au cours des cultures a été surévalué 
et qu’elles constituent un médicament cellulaire sûr, même si la maîtrise et la connaissance 
des conséquences de phénomènes tels que la sénescence reste incomplète. De nombreuses 
étapes de contrôle qui existent déjà peuvent être mises en place comme l’analyse 
phénotypique des cellules, l’étude de l’activité télomérase ou les contrôles de 
contamination pour permettre l’injection de greffon de grade clinique (Lataillade t al, 
2007). Par ailleurs, l’induction de tumeurs par les MSC reste actuellement un sujet débattu 
avec des résultats expérimentaux variables en fonction du type de cancer, du tissu d’origine 
des cellules et du mode d’injection. Un effet pro-tumoral a été rapporté dans le cancer du 
côlon (Shinagawa et al, 2010), du poumon (Karnoub et al, 2007) et les lymphomes (Ame-
Thomas et al, 2007), via une l’induction d’une immunosuppression et la prolifération des 
MSC dans les tumeurs (Djouad et al, 2003 ; Klopp et al, 2012). A l’inverse un effet anti-
tumoral a été mis en évidence après injections systémiques de MSC dans le cancer du foie 
(Qiao et al, 2008), et des leucémies (Zhu et al, 2009) principalement par modification de la 
voie de signalisation Akt favorisant l’apoptose desc llules cancéreuses (Hong et al, 2014). 
Le seul consensus existant actuellement dans ce domaine est la migration des MSC dans le 
site de la tumeur, ce qui serait particulièrement problématique lors d’injections 
systémiques en cas de cancer infra-clinique (Bibber et al, 2013 ; Hong et al, 2014). Dans le 
cadre du SCR ce risque apparait cependant moindre que dans un contexte de patient 
oncologique mais la balance bénéfice-risque ne doit pas être ignorée et le choix de ce 
traitement devra être conditionné au cas par cas avec le choix éclairé du patient. 
 
Les travaux récents sur la variabilité inter-indiviuelle concernant les propriétés des 
cellules souches suggèrent par ailleurs l’intérêt d’une recherche de marqueurs de qualité. 
En effet, les capacités sécrétoires, pro-angiogéniques et migratoires des MSC sont 
influencées par l’âge, le sexe, le statut pondéral et les maladies chroniques du donneur (Lei 
et al, 2007 ; Shu et al, 2012 ; Cianfarani et al, 2013 ; Scruggs et al, 2013 ; Rennert et al, 
2014 ; Wu LW. et al, 2014). La détermination de marqueurs phénotypiques ou sécrétoires 
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par exemple, permettrait de sélectionner les MSC les plus aptes à la régénération tissulaire 
et donc les plus intéressantes pour le traitement du SCR. Ce concept, de même que les 
stratégies de thérapie cellulaire et génique ne limitent pas leur application au syndrome 
cutané radio-induit. 
 
 
 
En conclusion la thérapie cellulaire et génique n’a pas à notre sens atteint à ce jour sa 
phase de maturité. De nombreuses études ont montré l’i érêt des BM-MSC et ASC dans 
le cadre de la réparation cutanée (Fu et al, 2006 ; Sheng et al, 2013), myocardique (Silva et 
al, 2005 ; Mazo et al, 2012) et dans la prise en charge de la maladie du greffon contre 
l’hôte (Yanez et al, 2006 ; Polchert et al, 2008). L’utilisation des milieux conditionnés est 
également à l’étude et de nombreuses équipes ont d’res et déjà montré un effet du 
sécrétome des cellules souches, aussi bien dans la régénération de la peau (Hocking and 
Gibran, 2010 ; Walter MN. et al, 2010) que dans les ischémies myocardiques (Timmers et 
al, 2007 ; Lai et al, 2010 ; Angoulvant et al, 2011) ou les lésions intestinales (Gao et al, 
2012) et bucco-dentaires (Tran et al, 2013) post-radiothérapie. De plus, des modèles 
précliniques ont suggéré l’intérêt de la thérapie génique dans la prise en charge du 
syndrome aigu d’irradiation pour pallier la myélosuppression radio-induite (Drouet al, 
2014a ; Drouet et al, 2014b ; Drouet and Herodin, 2014), mais également en dehors du 
contexte radiopathologique pour le traitement des lésions intestinales (Xiao et al, 2013) et 
myocardiques (Pan et al, 2014). 
La thérapie cellulaire et génique est donc, à ce jour, un domaine d’étude en pleine 
évolution. L’application des stratégies actuellement maîtrisées au contexte des victimes 
d’irradiation à forte dose est prometteuse mais les limites constatées justifient la poursuite 
de la recherche pour identifier des approches innova tes, telles que la thérapie génique 
transitoire ou l’utilisation de milieux conditionnés. Au-delà de la prise en charge du SCR, 
les pathologies radio-induites notamment digestives d  même que toutes les pathologies 
nécessitant une régénération tissulaire pourraient bé éficier à terme des avancées réalisées 
dans ce domaine. 
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Annexe 1 : 
 
 
 
 
Autologous adipocyte derived stem cells favour healing in a minipig model of cutaneous 
radiation syndrome. 
Forcheron Fabien; Agay Diane; Scherthan Harry; Riccobono Diane; Hérodin Francis; 
Meineke Viktor; Drouet Michel. 
PlosOne 2012; Feb 7:e31694 
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animals and all cell engraftments were performed under 
anesthesia, and all efforts were made during the study to minimize 
suffering of the minipigs. 
 
ASC harvest and culture 
One month prior irradiation, subcutaneous adipose tissue was 
collected under anaesthesia from the animal chest. Fat tissue was 
minced and  incubated  for 60 min at  37°C  with collagenase II  
(Worthington, Lakewood, New Jersey, US). After centrifugation 
and filtration, adherent fraction from pelleted cells was cultured in 
minimum essential medium (MEMa) (Invitrogen Life Technolo- 
gies, Carlsbad, New Mexico, US) supplemented with 10% fetal 
calf serum (HyClone part of Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachussetts,   US) and basic fibroblast growth factor 
(2 ng.mL-1) at 37°C in air with 5% CO2. Passages 3 to 8 ASCs 
were characterized  at  the  end  of the  culture  phase  to  control 
stemness  using  flow cytometry  (BD  LSRII,  BD Biosciences, 
Pont  de  Claix,  France) and  their  differentiation potential  was 
assessed [8]. 
 
ASC transplantation in irradiated minipigs 
The exposure to a collimated 60Co gamma beam (IRDI4000, 
Alstom, Levallois-Perret,  France)  of  the  anesthtized  animals 
induced a delayed burn injury limited to a narrow 20– 5 cm long 
rectangle  of  lumbar  skin  and  superficial underlying  muscles, 
perpendicular to the body axis, without any vital peritoneal organ 
irradiation  [8]. The  dosimetric evaluation indicated a homoge- 
neous  dose  of  51.465.0 Gy  in  the  entry  area,   ranging  to 
14.362.5 Gy in the exit area. 
The thirteen irradiated animals were randomly divided into two 
groups (Fig. 1). ASC-grafted minipigs (n = 5)  were intradermally 
injected with autologous ASCs, four times over a 3 month period 
following irradiation  (on days 25  and  46,  befor the  onset of 
clinical symptoms, then 67, and finally between days 95 and 115). 
Each grafted minipig received a total of about  200.106  ASCs, 
corresponding to four grafts of 50.106 ASCs each time distributed 
in 32.106 ASCs throw the entry area exposed to the major dose of 
50 Gy  where  quick necrosis was predictable  (1.106   ASCs in 
100 ml PBS in every cm2 of damaged skin) and in 18.106  ASCs in 
the  less irradiated  exit area  where  pathological evolution was 
expected less severe (1.106  ASCs in 100 ml PBS in every 2 cm2 of 
skin). Non-grafted controls (n = 8)  were injected with PBS alone 
according to the same scheme. 
 
Clinical follow-up and sample harvest 
During  the  follow-up period, all minipigs received a  clinical 
observation three times a week in order to establish a clinical score 
including all pathological signs and pain evaluation. The  initial 
score of healthy skin was 10, and a negative or a positive point was 
recorded for each clinical sign. A negative point was recorded for 
each sign as erythema, subcutaneous oedema, induration, 
formation of a purple spot corresponding to circulatory trouble, 
dry skin desquamation, wet peeling, partial or complete crust over 
the irradiated  surface (from -1 to -3 points according to the 
spread), signs of necrosis (-2 points). To establish whether or not 
analgesics were needed, a veterinary examination was performed 
every day with evaluation of the overall condition f the animal 
based on drink and food intakes and behaviour, on lcal 
examination  and  palpation of the lesions and  on assessment of 
analgesic treatment efficiency. Additive negative points were local 
sensitivity, spontaneous  pain  without  contact  solicitation, pain 
resistance to major analgesics (Fentanyl 50 mg.h-1, DurogesicTM 
8.4 mg.21 cm-2,  Janssen-Cilag, France).  A  positive point  was 
recorded for the vanishing of previously described signs, for pain 
relief, for particularly well being, and for the complete healing of 
radio-induced burn injuries with re-epidermalization f the wound 
surface. Potential tissue inflammatory processes were assessed at 
weekly intervals by using a  thermal  camera  (Thermacam,  Flir 
Systems, Issy-les-Moulineaux, France) and by measuring the skin 
dielectric  constant  which  reflects the  cutaneous  fluid  content 
(MoistureMeter D probe M25, Delfin Technologies, Kuopio, 
Finland) [9]. The  end  point  of the  experiment was defined as 
definite  extensive skin  necrosis  not  evolving towards  healing 
(failure) or complete healing with epidermal regeneration (success). 
At this time, the pigs were killed (Dolethal, Vétoquinol SA, Lure, 
France) and underwent a delayed histological analysis. In addition, 
a kinetic study was performed in 4 controls and 2 grafted minipigs 
in which skin biopsies were harvested (biopunch 4 mm diameter, 
Kruuse, North Yorkshire, UK) from irradiated (entry) and time- 
matched non-irradiated skin area, three days after each ASC graft 
or PBS injection. The samples were immediately conditioned for 
histological analysis. 
 
Histological procedures 
For histological analysis, tissue samples were recovered  by 
punch biopsy and immediately submersed in 4% formaldehyde/ 
PBS (pH 7) overnight at room temperature. Biopsies were washed 
three times 5 min in PBS/0.1% Glycin and once in 0.9% NaCl at 
room  temperature,  subsequently dehydrated  throug  a  graded 
ethanol  series  and  finally  incubated  for  30 min  in  toluene. 
Thereafter, tissue was embedded in Paraffin (Carl Roth, 
Karlsruhe,Germany) according to standard procedures. 
For immunofluorescent staining, paraffin tissue sections were 
obtained  at  5 mm   thickness  with  a  2055  microtome  (Leica, 
Wetzlar, Germany). Immunofluorescent staining was performed 
on deparaffinized and  rehydrated  sections subjected to antigen 
unmasking using 10 mM citrate buffer (pH 6) for 1 h at 95uC. 
After 3×5 min washes in PBS, sections were extracted for 20 min 
with 0.5%  Triton  X-100 in PBS on  ice followed by3×5 min 
washes in PBTC (PBS, 0.1% Na-Casein, 0.05% Tween-20, 0.1% 
fish gelatin) and incubated with the primary antibodies (DakoCy- 
tomation,  Hamburg,  Germany) over night at  4uC: monoclonal 
mouse anti-Ki67 (M7240 diluted to 1/250) for staining of 
proliferating cell nuclei, rabbit anti CD3 (N1580 used undiluted) 
and rabbit anti lambda light chain (A0193 diluted to 1/500)  for 
lymphocyte labeling, mouse anti pan-cytokeratin AE1/AE3 
(M3515 diluted to 1/200) for pan-cytokeratin staining, and rabbit 
anti-human  von Willebrand factor (A0082 diluted to 1/200)  for 
identification of endothelial cells and blood vessel integrity. After 
incubation   sections  were  washed  364 min   in   PBS,  0.05% 
Tween20, 0.1% BSA and incubated with appropriate secondary 
antibodies, goat anti-mouse alexa 488-conjugated antibody 
(A11017 diluted to  1/250,  MoBiTec,  Gö ttingen,  Germany)  or 
donkey anti-rabbit Cy3-conjugated antibody (711-067-103 diluted 
to 1/500,  Dianova, Hamburg Germany). 
Finally, sections were covered with Vectashield antif de 
Solution (Vector, Germany) containing 49,6-diamidino-2-pheny- 
lindole   (DAPI)  as   nuclear   counterstain.   Preparations   were 
analyzed using a Zeiss Axioplan 2 fluorescence microscope 
equipped with the ISIS imaging system and appropriate 
fluorescent filter sets (MetaSystems, Altlussheim, Germany). 
Regarding  ASCs  in situ localization,  three  days  after  each 
grafting specific biopsies centred on the injection plot of cells (106 
ASCs in each plot) were performed. In these cases ASCs were 
previously labelled by an overnight incubation  with fluorescent 
quantum  dots (Q-dots; Q-tracker  705, Invitrogen Life Technol- 
ogies, Carlsbad, New-Mexico, US) to allow their delay d 
histological tracking. 
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Abstract  
 
The emergence of stem cell therapy and cellular engineering during the last 10 years has allowed new therapeutic 
strategies to be considered for the treatment of many wound repair disorders in bones, muscles and skin. The 
cutaneous radiation syndrome that is often associated with radiation burn may also take advantage of these scientific 
advances. This syndrome, characterized by inflammatory waves, incomplete wound healing and poor revascularization 
is the dramatic consequence of local irradiation exposure (above 15Gy). Until the late 90’s, the treatment schedule 
which exhibited poor efficacy consisted in excision followed by transient coverage of the wound bed and then by 
autologous skin grafts. Recently the local injection of autologous bone marrow mesenchymal stem cells, which favor 
wound healing and reduce pain, has achieved a major advance. However this strategy hampered by culture delays 
and requiring non-irradiated areas to harvest stem cells remains to be optimized. Autologous or allogeneic adipose 
tissue-derived stem cells, easy to collect and expand, may represent a valuable therapeutic alternative especially 
through pro-angiogenic and anti-inflammatory properties. Other proposed strategies including stem cell manipulation 
to produce trophic factors (transient gene therapy), bone marrow mesenchymal stem cells or adipose tissue derived 
stem cells culture media injection appear as valuable alternatives. 
 
In this review we report the latest scientific progresses in pre-clinical and clinical studies concerning stem cell 
therapy for cutaneous radiation syndrome. 
 
 
Keywords: Stem cells therapy; Bone-marrow Stem Cell; Adipose 
tissue derived Stem Cell; Conditioned media; Transient gene therapy; 
Cutaneous Radiation Syndrome 
 
Introduction  
 
Radiologic Accidents (RA) are tragic events, which may result in 
mass casualties. For the last few years there has been a higher number 
of RA resulting from the increased use of ionizing radiation in several 
activities (mostly industrial and medical). A list of RA identified from 
1896 to 2013 compiled by Robert Johnston shows a sharp increase in 
the last 4 years with a mean of 3 (RA)/year (Figure 1A) [1]. As shown in 
Figure 1B, the vulnerability of nuclear power plants are responsible for 
50% of the total number of serious radiological accidents (for example 
Fukushima Daiichi disaster, 2011) [2], followed by the industrial sector 
and the storage of nuclear waste. Four past reactor accidents have each 
resulted in irreparable damages to the power plant and in substantial 
radiation exposures involving ≥1,000 people as a consequence of the 
release of radioactive materials into the environmet [3]. Accidental 
overexposures  of  persons,  in  either  the  occupational  or  public 
field, have caused deaths and severe injuries and complications [4]. 
Many high dose exposures have been reported  these last 15 years, 
such as accidental exposure to radioactive sources in which two 
victims (accident of Chile, 2006 and accident of Senegal, 2007) were 
accidentally exposed to an iridium gammagraphy radioact ve source, 
or  overexposure  to  radiotherapy.  Importantly  these  exposures are 
generally heterogeneous  or  localized body  irradiations.  They can 
induce numerous tissue damages depending on many parameters, the 
main ones being: (1) the level of absorbed dose, (2) the size of irradiated 
tissue volumes and the organs exposed, (3) the nature of the radiation. 
 
Medical treatment of irradiated patients is complex d pending on 
the nature or severity of the lesions. For example, a whole body acute 
irradiation requires hematological reanimation and lso treatment for 
each specific radiosensitive organ or failing system. Radiation skin 
injury defined as Cutaneous Radiation Syndrome, (CRS) (also called 
 
radiation burn)  may need reconstructive surgery acts related to the 
burn  treatment.  Assessments of hematopoietic, gastrointestinal and 
cutaneous syndromes have improved in recent years, but their treatment 
options remain limited [5]. Importantly, both acute radiation injuries 
and delayed effects such as cutaneous  effects and impaired  wound 
repair are related to angiogenesis deficiency with vascular regression. 
Vascular damage influences nutrient  and oxygen availability to skin 
tissue as well as epithelial cell viability [6]. The progressive damage of 
tissues after radiation exposure is the result of the presence of long- 
lived free radicals, reactive oxygen species, and  pro-inflammatory 
cytokines/chemokines. Normal  wound  repair  process consists of 3 
stages (inflammation, proliferation and remodeling) that occur in a 
predictable series of cellular and biochemical events. The deposition 
and remodeling of extra-cellular matrix (ECM) are major processes 
in cutaneous healing and ECM is recognized to play critical roles in 
regulating progenitors  and  reparative behaviors such as migration, 
differentiation, proliferation and survival [7]. 
 
Regarding  CRS, the  skin  is  a  complex  radiosensitive  tissue 
which  is  exposed  to  significant  radiation  doses  in  radiotherapy, 
radio-oncology or in an accidental exposure context. The biological 
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Figure 1: Radiological accident report.  
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A. Number of radiological accidents per decade. 
B. Distribution of radiological victims according to the origin of the radioactive 
source. 
This table has been realized through National Institute of Nuclear Safety (IRSN) 
and United Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation 
(UNSCEAR) reports [154, 155]. 
 
responses of the skin occur in a characteristic temporal pattern and 
mainly depend on radiation quality, dose rate, total dose, and cellular 
conditions. Immediately after irradiation, synthesis and action of 
cytokines by skin cells (epidermal keratinocytes, dermal fibroblasts, 
and resident immunocompetent cells including dermal dendritic cells, 
neutrophils, eosinophils, and lymphocytes) is initiated and continues 
as a cascade during all stages of the cutaneous radiation  syndrome 
leading to progressive late symptoms. The predominant one is fibrosis. 
Interactions between these different cell types within skin tissue are 
mediated in large part by cytokines. The major cytokines involved in 
the response of skin cells to high doses of ionizing radiation include IL 
(interleukin)-1, IL-6, tumor necrosis factor (TNF-alpha), transforming 
growth factor (TGF-beta), and the chemokines IL-8 and eotaxin [8,9]. 
Moreover, skin and its appendages provide a protective barrier against 
the assaults of the environment.  To perform this role, epidermis is 
in constant renewal from keratinocyte stem cells (KSC) residing in a 
special microenvironment  called niche in basal epid rmis, adult hair 
follicle, and sebaceous glands. The KSC control the balance between 
proliferation  and  differentiation/apoptosis  called homeostasis  [10]. 
Irradiation  of KSC and niche induces DNA double strand breaks at 
the level of KSC (γH2AX marker), decreases of KSC functionality, and 
colony-forming activity in culture as well as a delayed hair cycle in vivo. 
In fact niche damage results in the decrease of regeneration capacity 
with reduction of the production of differentiated keratinocytes over 
time and so, a limitation of the process of re-epithel alization. This 
is the rational of skin autograft or transient flap surgery realized for 
important defect in wound repair. 
 
Clinically, the classical evolution of CRS is characterized by the 
delayed onset of the manifestation stages and consists in transient 
early erythema, dry and then wet desquamation, derma ischemia or 
necrosis for doses above 20Gy [11]. It is associated with recurrent 
and uncontrolled inflammatory waves leading to irreversible necrotic 
processes and  followed by a poorly  spontaneous  revascularization 
and incomplete healing [12,13]. Consequently, the evolution of skin 
lesions often becomes uncontrolled  and surgery is the final option, 
until amputation,  leading to a major disability [14, 5]. CRS is also 
characterized by paroxysmal and chronic pain resistant to opiates [16]. 
 
Even if these symptoms are v ry similar to thermal burn, the clinical 
evolution of CRS is very specific. There are two major differences. First, 
in opposition to thermal burn, the symptoms onset i delayed. This 
latency period is very variable: shorter for higher doses and depends on 
radio-sensitivity (few days to several weeks). It may induce diagnosis 
delay and even therapeutic delay. Secondly, radiation burn is a very 
extensive lesion, and first symptoms (erythema or blister) are not an 
indication of the ultimate extent of injury [16]. 
 
Therapeutic management of CRS is difficult due to unpredictable 
inflammatory waves which lead to extension and to delayed onset of 
clinical symptoms on the skin. Indeed, when cutaneous  fibrosis or 
necrosis outcome (from 85 to 120 days post irradiation  in minipig 
model according to intrinsic radiosensitivity), deep dermal and 
underlying  muscle structures  are  already disorganized  or  necrotic 
(from 10+/-1 weeks post irradiation) (Figure 2). Until the late 90’s, the 
treatment schedule consisted in excision of the highly exposed necrotic 
area (skin and subcutaneous tissues) followed by transient coverage of 
the wound bed and then by autologous skin grafts [17]. The efficacy was 
limited because limits between radio-injured and safe tissues are not 
well defined and because each operative act stimulated inflammatory 
and ischemic processes [14]. 
 
In this context, many in vivo models such as mouse and rabbit 
have been investigated to establish a therapeutic  strategy [18]. The 
disadvantages of these models are mainly the different skin structure 
and the excessive doses of radiation needed to bserve the development 
of CRS [19,20]. Pig seems to be the most relevant animal model to 
develop and study the effects of cell therapy on CRS and other skin 
diseases. The porcine  species have similarities to  human  in  organ 
morphology and function, and are easier to maintain and breed than 
monkey. Pig skin is also very close to human in terms of histology and 
vascular morphology of the dermis [21-23]. CRS kinetics is a little 
bit delayed but the symptomatic evolution is similar to human [24]. 
Moreover it is also a pertinent model to evaluate long-term effects of 
cell therapy. 
 
 
Unirradiated minipig skin   Day 70 post irradiation Day 110 post irradiation 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2: Contrast between speed lesion evolution o f the skin and 
underlying tissues in minipig. A, B, C. Evolution of skin injury after irradiation. 
After irradiation a latency period is observed on cutaneous tissue and an 
edema appears on day 70 post irradiation (B). This injury leads to dry and 
then wet desquamation (C) before necrosis. D, E, F. Evolution of underlying 
tissues after irradiation: histological analysis with hematoxilin-eosin staining. 
A disorganization of underlying structures appears previously at the 10th week 
(E), leading to necrosis (F).
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Currently,   standardized   therapeutic   protocols   and   evidence- 
based approaches for the management of local injuries do not exist. 
In the past 10 years, several strategies have been yet needed in order 
to enhance the beneficial effect of stem cell therapy and to counteract 
the deleterious effect of an irradiated tissue enviro ment [25]. Based 
on advances in understanding of cell bio ogy, stem cell therapies uch 
as bone marrow mesenchymal/ stromal stem cells (BM-MSC) have 
emerged as promising approaches to prevent and cure CRS. 
 
Pre-clinical and clinical applications of MSC 
 
BM-MSC trials:  Multipotent stromal cells also named mesenchymal 
stromal cells or mesenchymal stem cells (MSC) are capable of dividing 
and their progeny is capable of further differentiating in vitro into one 
of several mesenchymal phenotypes such as osteoblasts, chondrocytes, 
myocytes, marrow  stromal  cells, tendon-ligament  fibroblasts, and 
adipocytes [26]. MSC have been isolated predominantly from 
hematopoietic tissues, such as bone marrow (BM-MSC), peripheral 
blood  and  umbilical cord  blood  but  also from  parenchymal  non- 
hematopoietic tissues such as muscle, fat or liver. MSC isolated from 
adult tissues are not ethically restricted, but the isolation efficiency 
of MSC differs according to the source tissue [27,28]. To uniform 
characterization of MSC and facilitate the exchange of data among 
investigators, the guidelines of the International  Society for Cellular 
Therapy (ISCT) proposes a minimal set of standard criteria to define 
these multipotent precursors : (1) MSC must be plastic-adherent when 
maintained  in standard  culture  conditions;  (2) MSC must  express 
CD105, CD73 and CD90, and lack the expression of CD45, CD34, 
CD14 or Cd11b, CD79α or CD19 and HLA-DR surface molecules; (3) 
MSC must differentiate to steoblasts, adipocytes and chondrocytes in 
vitro [29]. 
 
In just ten years, since the description of the multilineage potential 
of MSC by Pittenger et al. [30] until now, there have been more than 90 
clinical trials worldwide using BM-MSC, 20 of which are being made in
East Asia, 19 in Europe and 18 in north America. The potential of these 
cells for cell-based therapies relies on several key properties: (1) their 
capacity to differentiate into several cell lineages [31]; (2) their lack of 
immunogenicity and their immune-modulatory  properties [32]; (3) 
their ex vivo expansion potential [33]; (4) their ability to secrete soluble 
Recent works have highlighted the transdifferentiation of MSC (BM- 
MSC and adipose tissue derived stem cell) in keratinocytes in vivo in 
mouse model [40-42] under β-catenin, bone-morphogenic protein 4 
and epithelial growth factor stimulation [42,43] (Figure 3) and have 
suggested that cells residing in the bone marrow can migrate to the 
different tissues, transdifferentiate  into  various epithelial cell types 
and integrate long-term in these tissues [40]. This transdifferentiation 
process remains rare but could be underestimated and crucial in skin 
rejuvenation. In wound repair, closure of epithelial gap and restoration 
of the epithelium as barrier function is achieved by a combination 
of keratinocytes migration and differentiation. More ver, according 
to the concept of Ito et al. [44], wound healing mimics embryonic 
development  by activating the  hair  follicle stem  cell niche  which 
raises the possibility that stem cells can restore l ss of stem cell niche 
following injection. Finally, as described in Figure 3, MSC can also 
differentiate in endothelial cells with an impact on vessels integrity and 
neovascularization which are key processes in wound healing. 
 
The potential  therapeutic  effect of  BM-MSC infusion  for  the 
correction  of tissue injury  (skin  [19,24], liver [45], intestine  [46]) 
induced  by acute high-dose  irradiation  has been  d monstrated  in 
animal  models  including  (1)  xenotransplantation   of  BM-MSC in 
NOD/SCID mice 24 hours after exposure [19] and (2) Autologous BM- 
MSC injected locally (intradermal in multiple points) at various times 
after irradiation [47]. A beneficial effect was observed for both types 
of transplants. In grafted animals, BM-MSC led to local accumulation 
of lymphocytes at the dermis border and improved vascularization, 
with an increase of reepithelialisation. The development of lesions was 
delayed and limited to moist desquamation. In these cases of acute 
irradiations, the BM-MSC have been shown to be implicated in tissue 
homeostasis by maintaining vascular system integrity via the activation 
of anti-apoptotic and anti-oxidative processes [31], and stimulation of 
endogenous host progenitor cells to improve the regn rative process 
to reduce tissue damage [48]. 
 
 
MSC
factors which regulate crucial biological functions such as proliferation 
and differentiation over a broad spectrum of target cells [34,35]; and 
(5) their ability to home to damaged tissues and tumor  sites [36]. 
Based on these properties MSC are being exploited world ide for a 
wide range of potential clinical applications including cell replacement 
strategies, treatment of graft-versus-host disease, autoimmune diseases 
and rejection after solid organ transplantation  as well as their use as 
Routes of 
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vehicles to deliver anti-cancer therapies. Importantly, the low inherent 
immunogenicity of MSC means that they could be used not only for 
autologous but also for allogeneic cell therapies [37]. 
 
Different   routes   of   administration    are   currently   discussed 
concerning stem cell therapy. The main ones are direct njection in 
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wound bed, systemic injection with a homing of MSC in injury location, 
conditioned media injection and biomaterials. This strategies of stem 
cells delivery have been elaborated based on the stem cells properties 
i.e. their  capacity to produce  and  secrete cytokines/trophic  factors 
and  to  transdifferentiate.  Recent  studies  highlighted  synergic and 
specific effects of these two biological pathways (Figure 3). Cytokines 
mitigate cell proliferation [28], immune-modulation  [38], and pro/ 
neoangiogenesis [39]. Otherwise, direct differentiation of MSC has 
been reported in fibroblasts, keratinocytes and endothelial cells [38]. 
Figure 3: Main strategies using stem cells and thei r fate. Mesenchymal 
stem cells (MSC) could favor tissue repair and wound healing via direct injection 
in injury site, systemic injection, conditioned media using and biomaterials. The 
biological processes implied in wound repair, transdifferentiation and cytokines/ 
trophic factors release, depend on administrated products. Transdifferentiation 
of MSC has been reported into fibroblast, endothelial cells and keratinocytes 
[40]. Transdifferentiation of MSC to proliferative basal keratinocytes is observed 
in presence of β-catenin [43], bone-morphogenic protein 4 (BMP4), and 
epithelial growth factor (EGF) [42]. The differentiation of basal keratinocytes to 
mature keratinocytes is based on Ca2+  gradient and the presence of Wnt 4-5- 
10b in extra-cellular matrix [156].
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Due to their beneficial effects, BM-MSC was used for the first time 
to treat CRS in humans in 2006. Four patients reported with cutaneous 
radiation syndrome (up to 70 Gy of local exposure) associated with a 
heterogeneous irradiation (hematopoietic syndrome associated) have 
received a compassionate protocol using autologous BM-MSC. This 
regenerative cellular therapy has become the referenc  treatment used 
for radiation skin injury according to the International Atomic Energy 
Agency [49]. It consists first on a physical dosimetric reconstruction 
of doses absorbed by tissues. This dosimetry-guided surgery performs 
the most accurate excision in order to prevent iterative surgery and 
vicious  circle  induced  by  the  successive inflammatory  waves. In 
this  compassionate  therapy,  autologous  bone  marrow  total  cells 
are harvested from unexposed areas and expanded in culture media 
supplemented  with human  platelet lysate. At the  confluence step, 
MSC are  harvested.  Four  quality  controls  are  chived  on  MSC: 
a phenotype characterization (CD45-; CD105+; CD73+; CD90+), a 
clonogenic efficiency is calculated, telomerase activity is performed 
and  a  contamination  control  for  bacteria, mycoplasma  and  fungi 
before administration  is realized [50]. Different schedules of MSC 
injected have been realized: 200 (± 50). 106  stem cells were injected 
twice at day 90 and 99 post irradiation or five times from day 191 to 
268 post-irradiation [50,51] according to clinical evolution and delay 
between exposition and therapeutic management (Figure 4). This cell 
therapy is combined with surgery: skin autologous graft +/- transient 
skin flap. Unlike classical evolution, the size of the wound progressively 
decreased and almost complete healing was achieved by 1 month after 
cell therapy. Additionally, there were no recurrent i flammation and 
a better control of pain was observed. Many mechanisms are involved 
in radiation  burn  repair  and  it has been reported  hat  MSC were 
implicated in all stages of tissue repair including flammation [52], 
epithelialization  [53], angiogenesis [39,53,54], and  proliferation  of 
fibroblasts [53]. So this cell therapy protocol is efficient but given its 
complexity and dependence on the production and quality of the stem 
cells, only a very low number of patients can be treated at the same 
time. 
 
In  retrospect,  the  data  from  various  pre-clini al  and  clinical 
trials using BM-MSC, show their strengths and potential weaknesses 
that limit their use (Table 1). It is essential to optimize the quantity 
and the quality of injected stem cells, as only a small amount can be 
harvested and  their  engraftment  is transient  [47]. Some important 
points  to consider in the optimization  of this cell therapy  will be 
culture  standardization,  the  choice of source tissue and  donor  fat 
status and age. To address the problem of cell quantity an abundant 
source tissue and cell banking could be a solution. The adipose tissue i  
such a promising abundant source. Stem c lls derived from this tissue 
(ADSC) exhibit the same properties as BM-MSC which are required to 
favor wound repair [27]. Furthermore MSC secretome would eliminate 
the delay of cell culture and extend their use to mass casualties and no 
non-irradiated area cases. 
 
MSC from another connective tissue ADSC: The clinical use of 
BM-MSCs has presented problems, including poor engraftment, low 
cell number upon harvest (they only represent about 0,001%-0,01% of 
the total bone marrow nucleated cells [55]), migration to tumor tissue 
potentially favoring the growth of breast and prostate cancers [56] 
and promoting drug resistance in tumors cells [57]. This has led many 
researchers to investigate alternate sources for MSCs. Adipose tissue, 
like bone marrow, is derived from the mesenchyme and contains a 
supportive stroma that is easily isolated. Based on this, adipose tissue 
may represent a source of stem cells that could have far-reaching effects 
on several fields. In recent years, interest in the developmental plasticity 
and therapeutic potential of stromal cells isolated from adipose tissue 
(which can be isolated from lipoaspirates) has rapidly grown [58]. Their 
amount  is approximately 500-fold greater [59,60] than BM-MSC so 
adipose tissue represents an abundant, practical, and appealing source 
of donor tissue for autologous cell replacement. 
 
There is a confusing inconsistency in the literature when using 
terms  describing  multipotent   precursor  cells from  adipose  tissue 
stroma,  such as processed lipoaspirate (PLA) cells, adipose tissue- 
derived stromal cells (ADSC), preadipocytes, adipose stroma vascular 
cell fraction, and others. The stromal-vascular cell fraction is free of 
adipocytes discarded  after centrifugation  and  is de cribed  as cells 
obtained  immediately after collagenase digestion. Accordingly, the 
term ADSC will be used throughout  this review. Considerable effort 
has been made to characterize the cellular and molecular properties 
of ADSC. A large number  of research  teams  have demonstrated 
that mesenchymal stem cells within the stromal-vascul r fraction of 
subcutaneous adipose tissue can be maintained in vitro for extended 
periods with stable population doubling and low levels of senescence
BM-MSC 
harvesting 
t  ll  
expansion 
Quality 
control [61]. ADSC are more genetically and morphologically stable in long 
term culture [28]. They also have a higher proliferative capacity and 
a lower senescence ratio than  BM-MSC which allow an e sier cell
 
Physical 
D0       Dosimetry 
MSC phenotype  
characterization  
Telomerase  
activity assay  
Clonogenic efficiency  
evaluation  
Contamination  
control  expansion [62]. ADSC differentiate into various cell types including 
adipogenic,  chondrogenic,  myogenic, and  osteogenic  cells in  the 
presence of lineage-specific induction  factors [63]. They also have
Radiation 
injury  
As soon as possible       3 to 4 weeks after the 1st surgery         7 to 9 weeks after the 1st surgery                   Every 15+/-5 days 
the capacity to transdifferentiate  into  keratinocyte-like cells (KLC) 
and furthermore are able to engineer a stratified epi ermis.  Chavez-
 
Surgery:  
Irradiated tissue 
excision 
 
Autologous skin 
graft 
 
Surgery + Autologous skin graft 
+ Autologous BM-MSCs local 
injectons  
 
Iterative BM-MSCs 
local injections  
Munoz et al. [64] have reported that ADSC co-cultured with human 
keratinocytes or  with keratinocyte conditioned  media  developed a 
polygonal cobblestone shape characteristic of human  keratinocytes
Figure 4: Schedule of the reference cell therapy tr eatment for cutaneous  
radiation syndrome. First, physical dosimetry realized as soon as possible 
after irradiation provides information about irradiated area extent and allows 
an exhaustive excision surgery. Secondly, 3 to 4 weeks after surgery a first 
autologous  skin  graft  is  achieved.  Thirdly  the  schedule  of  each  following 
stages (such as number of BM-MSC injections) are realized depending on 
the absorbed dose, clinical evolution and therapeutic delay. BM-MSC are 
harvested during the first surgical act, expanded and four quality controls are 
performed before injections. This figure has been realized through clinical 
report cases [14,15,50,51]. 
after a 14-day incubation period. This study suggests that adipose tissue 
is potentially a readily available and accessible source of keratinocytes, 
particularly for severe wounds encompassing large surface areas of the 
body and requiring prompt epithelialization. 
 
Otherwise,  ADSC have  similarities  to  BM-MSC in  terms  of 
cell surface phenotype (Table 2) and they present multilineage 
differentiation capabilities regardless of the adipose tissue they were
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 POSITIVE surface Antigen  NEGATIVE surface Antigen  
 
Adhesion molecules  
 
CD9; CD29 (β -integrin); 
CD49d (α -integrin); CD54 (ICAM-1); CD105 (endoglin); 
CD166 (ALCAM) 
CD11b (αb-integrin); CD18 (β2-integrin) CD49f (α6-integrin); CD50 (ICAM- 
3); CD56 (NCAM);  CD61, 
CD62e (E-selectine); CD104 (α -integrin); 4 
CD106 (VCAM); CD133 
Receptor molecules  CD44 (hyaluronate); CD71 (transferrin) CD16 (Fc receptor) 
 
Enzymes  CD10 ; CD13 (aminopeptidase) CD73; aldehyde 
deshydrogenase 
 
Extra cellular matrix molecules  CD90; CD146; Collagen I and III; osteopontin; osteonectin  
Complement cascade proteins  CD55; CD59 (protectin)  
Histocompatibility Antigen  HLA ABC HLA DR 
Stem Cell markers  CD34; ABCG2  
Stromal cell markers  CD29; CD44; CD73; CD90; CD166  
Hematopoitic cells markers   CD14; CD31; CD45 
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collected from [65]. This information supports the use of ADSC in cell- 
based therapies such as autologous fat grafting. Currently, 77 clinical 
studies using ADSC are underway, 27 are made in Europe. Seven of these 
clinical studies are performed on severe skin disorders, particul rly for 
the reconstruction of the breast and in patient lipodystrophy [30]. 
 
Anti-apoptotic  and  pro-angiogenic  effects of ADSC have been 
clearly described through paracrine factors secretion in vitro [66,67] 
and in vivo, in mice models [68,69] as well as trans differentiation 
processes into endothelial cells also in vitro and in vivo [70]. Kim et al. 
[71] have demonstrated in a NOD/SCID model that ADSC improve 
angiogenesis through VEGF, bFGF and MMP3 and 9 more efficiently 
than  BM-MSC in a comparative study using the same ounts  of 
transplanted  cells and Koh et al. [72] have related the formation of 
vascular networks 2 weeks after injections of ADSC in Matrigels™ 
(mouse model). It was also found with an in vitro experiment that 
ADSC were better at inhibiting the differentiation of dendritic cells, at 
decreasing their expression of co-stimulation factors and at stimulating 
their secretion of immunosuppressive cytokine IL10 [73]. Moreover 
the same group highlighted a significant inhibition f Ig production 
in incubated peripheral blood mononuclear  cells to a much greater 
extent than BM-MSC [74]. In addition, it has been reported that ADSC 
decrease inflammatory reaction via PGE 2 [52,75] and improve wound 
healing [76,77] in various models (mice, rats, dogs) and pathologies as 
cardiac ischemia [78] brain lesion [79], musculoskeletal regeneration 
[80] and spinal cord injury [81]. Furthermore, the onset of senescence 
for ADSC after freezing has been demonstrated to occur later than for 
BM-MSC [82] which provides another advantage if stem cell banking 
is planned for cutaneous radiation syndrome treatment. Due to their 
properties described above, the ADSC appear as excellent candidates 
to counteract the development of CRS, thus pre-clinical and clinical 
studies were investigated in wound healing. 
 
In the French Armed Forces Biomedical Research Institute (IRBA), 
autologous ADSC have been evaluated in a specific mnipig model 
of acute radiation  syndrome; the experimental design is illustrated 
in Figure 5. Minipigs were locally exposed to 50 Gyas described in 
Riccobono et al. [83] (local gamma irradiation)  and they received 4 
injections of 50.106 ADSC in the irradiated area. These stem cells had 
been harvested one month  before exposure to avoid systemic radio- 
induced consequences. In contrast to controls that developed a typical 
evolution  of  CRS with  final necrosis,  injected  animals  ultimately 
exhibited wound healing. Histological analysis highlighted a progressive 
and transient lymphocyte infiltration, an increase of vascularization 
and  a sustained  epidermis  recovery of the  skin with a multilayer 
appearance similar to healthy skin whereas controls skin exhibited 
a progressive disorganization of epidermal layers [84]. Moreover in 
opposition to controls analgesic treatment was unnecessary for ADSC 
treated individuals from 6 weeks post-irradiation. 
 
Autologous ADSC have also been evaluated on severe human cases 
of chronic radiation injury of the skin in Japan [85,86]. Unlike previous 
work,  ADSC were  non  cultured  cells sampled  from  liposapirate. 
This protocol started with an excision of the defectiv  portion of the 
irradiated  skin. During this surgical step, ADSC were harvested by 
liposuction and grafted in association with a temporary artificial dermis 
impregnated with bFGF. A regenerative tissue matured in 1.5 years. 
 
Finally, in case of mass casualties or  important  he erogeneous
 
Strengths                                                                                                          Weaknesses  
Lack of immunogenicity Heavy surgery :puncture of the bone marrow 
Regulation of crucial biological functions: 
•           Proliferation                 Angiogenesis 
•           Differentiation              Epithelization 
•           Inflammation 
 
Low amount of MSC in bone-marrow 
(1/10000 nucleated cells) 
Expansion in vitro obtained in not complex culture medium: 
•           Basic fibroblast growth factor-enriched media. 
•           Serum-enriched/serum-free media 
•           Cytokine-free media 
 
With increasing passage number: 
•           Decrease of proliferation rate 
•           Loss of their typical morphology 
Good expansion yield in culture with retain of: 
•           Growth 
•           Multilineage potential. 
Stable morphology (fibroblast) up to 20-25 passages 
No chromosomal abnormalities for MSC expanded in vitro 
The discrepancy between pro or anti-tumoral effect of MSC related to: 
•           Different tissue sources 
•           Culture conditions 
•           Individual donor variability 
•           Injection timing of MSC 
Isolation efficiency of BM-MSC : 100% Decrease of differentiation potential with age of donor 
Table 1: The strengths and weaknesses of BM-MSC for  their clinical use. This table has been realized through the results and reflections brought by the pre-clinical 
and clinical investigations using BM-MSC as reparative therapy [28,29,33,157-159]. 
 
 
 
1 
4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   Table 2: Phenotypical characteristics of ADSC. This table has been realized based on data from research articles and reviews on ADSC phenotype [28,61,160] 
.
Volume 4 • Issue 3 • 1000186 
Citation:  Riccobono D, François S, Valente M, Forcheron F, Drouet M (2014) Advances in Stem Cell Therapy: Specific Applications in the Treatment 
of Cutaneous Radiation Syndrome. J Stem Cell Res Ther 4: 186. doi:10.4172/2157-7633.1000186 
  
J Stem Cell Res Ther 
ISSN: 2157-7633 JSCRT, an open access journal 
 
 
 
                                                                                                                                                                            Page 6 of 12 
 
 
 
 
 
 
 
ADSCs 
sampling 
 
 
 
Control of 
differentiation 
 
 
 
 
 
Mesenchymal Stem 
Cells 
 
 
Progenitors    Differenciated cells 
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Osteoblasts 
through non-classical secretion pathway or extracellular vesicles. 
These secreted proteins include numerous  enzymes, growth factors, 
cytokines and hormones or other soluble mediators. They constitute 
the most biologically significant role of MSC under injury conditions 
[96]. Thus the concept of MSCs-conditioned media (MSC-CM) from 
BM-MSCs and ADSC may be an attractive method  for amplifying 
the beneficial effect of engrafted stem cells in injury area. CM from
Flow cytometry characterization: 
CD90+, CD44+, CD45- and CD31- 50.106 ADSCs  (for each injection) 
BM-MSC but also from ADSC have been described to have a major 
effect on wound repair through an accelerated epithlialization [35]. 
Extra-cellular matrix proteins (fibronectin, type 1 collagen) and several
D-30            D0 : irradiation                                           D25                         D46                          D76                     D95 
 
50 Gy 
 
 
Figure 5: ADSC injections schedule in a minipig mod el of cutaneous 
radiation  syndrome.  ADSC  are  harvested  one  month  before  irradiation. 
They are characterized by flow cytometry and multipotency is controlled. After 
sedation, minipigs are locally irradiated at the dose of 50Gy (local gamma 
irradiation; entry area dose). 50.106 ADCS were injected at days 25, 46 (before 
the onset of clinical symptoms), 76 and 95 post-irradiation [83,84]. 
 
irradiation associated to CRS, a stem cell bank use may be the only 
valuable strategy. Technical challenges have to be investigated in this 
context. The major ones are cryo-protector agents requi ed to allow 
frozen process without cell damage. They are known to be toxic and 
currently several safe protocols are proposed using sericin [87] or methyl 
cellulose [88] to decrease dimethyl sulfoxide concentration. This is a 
major issue that many groups are working on [89-91]. Otherwise the 
use of cell bank implied donor-recipient compatibility. Because of MSC 
low immunogenicity, allogeneic ADSC injections, without HLA typing 
have been evaluated for treatment  of cutaneous radiation syndrome 
with the same minipig model described earlier [83,84]. In opposition 
to results achieved previously, allogeneic ADSC injections delayed the 
onset of symptoms but did not improve wound healing in comparison 
to controls [83], in spite of low immunogenicity ofADSC and their 
lack of expression of HLAII [92,93]. Wound repair enhancement was 
described in pre-clinical studies of allogeneic ADSC grafts on murine 
models [80,94,95] which suggest that allogeneic grafts may be harder 
to develop in high mammals closer to human than expected. The effect 
of stem cell donor and donor-recipient compatibility on wound repair 
efficiency requires further studies. 
 
In this context, to avoid donor-recipient  compatibili y problems, 
MSC conditioned media may represent a valuable th rapeutic 
alternative. 
 
Stem cell therapy strategies under assessment 
 
Conditioned  media: The value of  MSC secretome: Current 
data suggest that, following injection, the contribution  of MSC 
differentiation  to  wound  healing improvement  is limited  as poor 
engraftment  and survival are observed at the site of injury. Indeed 
studies in mouse models have demonstrated  that the percentage of 
MSC in the injected site was reduced to half 4 days after transplantation 
[19]. It has also been shown that the release of soluble trophic factors 
and cytokines of transplanted  MSC promote  endogenus repair of 
damaged areas. MSC engrafted mechanisms involved in wou d repair 
are enhanced by paracrine signaling. MSC secretome also called MSC- 
conditioned  medium  (CM) is defined as the collection of secreted 
proteins processed via the endoplasmic reticulum and Golgi apparatus 
through  the  classical secretion  pathway  as  well as  encompassed 
proteins shed from the cell surface and intracellular proteins released 
cytokines were identified in MSC-CM such as IL-6, IL-8, TGF-beta1, 
MCP-1, EGF, RANTES, SPARC, IGFBP-7, MCP-1 and CXCL1. Theses 
biofactors play an important  role in stimulating wound healing and 
migration [97-99] ADSC-CM have been reported to promote human 
dermal fibroblast proliferation and enhance type I collagen secretion 
[100]. Other investigations report that the protein Cyr61 (Cysteine- 
rich angiogenic inducer  61) implicated in cell adhesion, migration, 
proliferation,  differentiation,  through  interaction  with  cell surface 
integrin receptors is present in MSC-CM [54,101]. It was established 
that this protein promotes angiogenesis in vitro and neoangiogenesis in 
vivo in the NOD/SCID mouse model. Otherwise, a better angiogenesis 
potential was observed with ADSC-CM in comparison with BM-MSC- 
CM [71]. 
 
Thus using stem cell-conditioned medium might be a viable 
alternative to stem cell graft, which is often hampered by low grafting 
efficiency. It may overcome the stem cell isolation and culture period 
and overcome the compatibility between donor and recipi nt in the 
case of allogeneic grafts. However, current  stem clls ulture media 
contain  components  that are not intended  for human  use, such as 
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES), and 
bovine serum, necessitating development of an altern ive medium 
that is safe for human clinical use. Bhang et al. [102] provided a new 
culture process: 3D spheroid culture with a clinically relevant medium 
composed of vitamins, glucose, amino-acids and human serum. This 
process showed a cellular proliferation 4 times higher than the one 
achieved with monolayer culture in conventional media for ADSC. 
Another promising strategy for conditioned media is the use of 
extracellular vesicles (EV) which include exosomes and micro vesicles 
[103]. Extracellular vesicles are membrane vesicles secreted by various 
cell types including MSC. These EV contain paracrine factors secreted 
by MSC. Furthermore, in aporcine model, it was shown that the fraction 
of the CM containing products greater than 1000 kDA provided an 
improvement of myocardial injury repair [104]. These products were 
identified as EV. This result suggests that most of the secreted factors 
in CM are contained in EV [105]. Given that EV are easily isolated by 
ultra-centrifugation of culture media [103], they rep esent a pertinent 
strategy for CRS managing. 
 
To our knowledge, no studies have been published on the use of 
CM to treat thermal burn or cutaneous radiation syndrome, neither 
in vivo nor in vitro. Nevertheless this therapeutic process remains very 
promising in overcoming stem cell culture requirements and it might 
present a real benefit for radio-injured patients that need a treatment 
quickly. 
 
Gene therapy to optimize stem cell treatment: Gene therapy 
could be considered as an option to enhance and target the processes 
responsible for the  beneficial effects of MSC in  t ssue repair.  The 
genetically-manipulated stem cells can be used both as the therapeutic 
agents and the vehicle for gene delivery for wound treatment.  This
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method  serves to  provide  regenerative  cells and bioactive  genes 
within an optimal environment  of regulatory molecular expression 
for wound sites. This method has emerged as a promising strategy for 
wound regenerative therapy [106]. In gene therapy, it is important to 
consider the duration  of transgene expression, as a crucial point for 
the choice of transfection technique. Currently two methods are used 
to target genes transfer [107] (1) integrative techniques with stable 
expression (retrovirus, lentivirus or specific site recombinase), (2) 
non  integrative techniques with transient  gene expression (plasmid 
DNA transfection via adenovirus, electroporation or nuclofection and 
chemical transfection).  For wound  repair  and  especially cutaneous 
radiation   syndrome,  the  most  interesting  optimizations   concern 
anti-inflammatory   properties,  angiogenesis  and  cell  proliferation. 
The pro-angiogenic effect and the stimulation of cell proliferation are 
processes involved in tumor growth. In this context, permanent gene 
therapy with integrative methods represents a risk of tumorogenesis 
and is not valuable. In opposition, non-integrative gene therapy may 
allow the transient specific secretion of selected proteins. A few studies 
have been realized on transient gene therapy with adenoviral vectors: 
adenoviruses are rarely integrated into the host genom  but instead 
stay in the cytoplasm, which explains the transient nature of the gene 
expression [108,109]. Wound  repair enhancement  was observed in 
a rat spinal fusion model with BM-MSC or ADSC transduced  with 
adenovirus and no difference was observed between these two types 
of stem cells [110]. However, the major inconvenient of virus vectors 
is their  immunogenicity  [111] and  a non-zero  risk of insertionnal 
mutagenesis [112]. Feasibility of transient gene therapy for cutaneous 
radiation syndrome has been evaluated in vivo in the minipig model of 
radiation burn previously described [83,113]. ADSC were nucleofected 
with a plasmid coding for a protein  involved in angiogenesis and 
cell proliferation: Sonic Hedgehog (Shh). In this study, the choice of 
nucleofection method of Shh gene was based on two arguments: (1) 
this technique allows the genetic material to be delivered directly into 
the nucleus [114,115], resulting in higher transfection efficiency than 
electroporation [116], (2) this technique does not alter the phenotype 
and  potential  multilineage  of ADSC [117]. In  this  in  vivo study, 
we  checked  that  nucleofection  technique  allowed the  production 
of sufficient amounts  of transfected ADSC to be grafted to a large 
animal model [113]. No signs of inflammation, pain or loss of appetite 
were observed in grafted animals showing a good tolerance to Shh- 
transfected ADSC. Other non-viral techniques are currently evaluated 
[118,119] and this genetic technology provides new possibilities for 
modulation  and optimization  of MSC to achieve beneficial clinical 
effects in the future. 
 
Future development areas 
 
Currently, several other therapeutic strategies are being considered 
at an earlier stage and represent promising strategies for the future, 
especially induced  Pluripotent  Stem Cells (iPSC), biomaterials and 
preconditioning of stem cells. 
 
The emergence of iPSC is a therapeutic  hope. These cells were 
presented in 2006 after a groundbreaking study by Yamanaka’s group. 
They demonstrated that viral transduction  of murine fibroblasts with 
only four transcription factors, Oct-4, Sox-2, Klf4 and c-Myc (OSKM), 
could reprogram  these cells back to an undifferentiated embryonic 
state. It has opened the possibility of reprogramming  adult cells of 
the skin. These completely reprogrammed  cells share almost all the 
features of murine embryonic stem cells (ESCs) [120]. iPSCs have now 
been generated from multiple terminally differentiated somatic cells 
and adult stem cells from mouse [120-124] as well as from human 
[125-127]. Fibroblasts derived from human iPSC have be n reported 
to  enhance  angiogenesis in  vitro.  An  elevated  secretion  of  pro- 
angiogenic soluble mediators, including VEGF, HGF, IL-8, PDGF-AA, 
and Ang-1, that stimulated endothelial cell sprouting in a 3D model of 
angiogenesis was observed in vitro [128]. Moreover, nuclear transfer 
of isolated epidermal cells demonstrated that multipotent bulge stem 
cells could be more easily reprogrammed  to pluripotent  state than 
more committed epidermal cells, suggesting that these cells might be 
a better source of cells for nuclear reprogramming to pluripotent state 
[129]. Presently, many limitations still affect the possibility to apply 
this personalized medicine. The main limitations are related to ethical 
and technical issues, including the development of safe and efficient 
methods for iPSC generation (the use of retroviral vector to obtain 
these cells limits their clinical feasibility) as well as the choice of the 
most appropriate cell type for reprogramming [130]. Nevertheless, iPS 
cell biology has admittedly become a new field within stem cell research 
that covers various important  and attractive scientif c areas such as 
wound repair and tissue r generation. 
 
Otherwise, different biomaterials such as dermal/matrix scaffolds 
[131], nanofibrous structures [132] or dermal substitutes [133] 
associated with MSC are evaluated to cure wound damage. Tissue- 
engineered  skin substitute  biomaterials need  to reproduce  all skin 
physiologic, protective and immune functions. The majority of them 
was developed during the 1990’s and is designed to mimic the basic 
properties  of  the  extracellular  matrix.  These de-cellularized ECM 
represents a mature end-point structure both in term of architecture 
and molecular structure. Thus, it was hypothesized that biomaterials 
associated with MSC may improve cutaneous repair through synergic 
effects of biomaterials which provide a micro-environment ad wound 
healing properties  of stem  cells. Preliminary  results  demonstrated 
that the combination of biomaterials and stem cells increase cellular 
organization through integration of the stem cells into the biomaterials 
(scaffold, dermal substitutes such as nanofibrous) [132] and exhibit 
synergistic angiogenesis promoting effects [131-133] which enhances 
the transport of essential nutriments for skin repair [134]. Thus they 
pave the way of new wound repair management. 
 
Furthermore, an arising method to enhance MSC potential is the 
preconditioning of the stem cells. The aim of this strategy is to improve 
a well-known property  of MSC such as cell migration, secretion of 
angiogenic factors etc, according to the intended effect, by cultivating 
the  MSC under  specific culture  conditions,  different from  classic 
ones. The most studied preconditioning  is hypoxia which has been 
reported to enhance stem cells (BM-MSC and ADSC) survival in vitro 
and in vivo [135,136] and to decrease apoptosis [137]. Hypoxia also
favors immune-modulation  through  an inhibition  of COX1/2 [138] 
and improves MSC migration [137,139]. Pro-angiogenic effects have 
also been reported with hypoxia preconditioning via an enhancement 
of transdifferentiation  into  endothelial  precursors  cells (EPC) and 
angiogenic factors secretion [140,141]. Many other preconditioning 
have also been evaluated such as co-culture with growth factors (TGFα, 
IGF-1, FGF-2), Tumor Necrosing Factor α, or erythropoietin which 
respectively enhance pro-angiogenic factors secretion [142], immuno- 
modulation  [138] and  transdifferentiation  in  endothelial  precursor 
cells [143]. Several works  have  been  realized  in  vivo  on  murine 
models to evaluate preconditioning,  mostly on cardiac lesions and 
have highlighted the benefit of preconditioning on myocardial repair. 
Concerning wound healing, in vitro a very specific preconditioning has 
already been evaluated by co-culture of ADSC with keratinocytes or
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culture in keratinocytes CM. and the study has demonstrated a trans 
differentiation of these stem  cells into  keratinocytes [64]. In  vivo, 
culture of ADSC under  hypoxia has also been reportd to enhance 
wound repair in a NOD/SCID model [144]. Thus, this preconditioning 
strategy is as promising as previous ones and offers a new development 
area for the future. 
 
Conclusions 
 
For the past 15 years, the treatment of cutaneous radiation syndrome 
has evolved due to the emergence of cellular therapy. Therapeutic 
strategies beyond surgery now include autologous BM-MSC injections 
and skin grafts in humans and many studies are underway to optimize 
this process and extend it to the cases of mass casualty and heterogeneous 
irradiation in pre-clinical experiment. Thus from numerous  studies, 
ADSC may be more appropriate  for CRS treatment  and llogeneic 
ADSC injections may represent a very beneficial technique provided 
that compatibility donor-recipient  is checked and donor  variability 
is evaluated. To overcome these challenges conditioed media could 
be used if confirming their potential and autologous r allogeneic cell 
therapy could be optimized by gene therapy based on the transient 
expression of selected proteins involved in wound repair. Many other 
strategies arise such as iPSC, preconditioning or biomaterials which 
have not  been evaluated presently for the treatment  of CRS. They 
provide interesting biological processes which may supplement stem 
cells therapies currently studied. 
 
For the treatment of CRS using MSC/ADSC, general inherent risks 
in cell therapy are still relevant today. In particular the possibility of 
immunological incompatibility  in the  case of allogeneic stem cells 
graft, the risk of tumor development given the anti- poptotic and pro- 
angiogenic properties of stem cells and finally intrinsic risk of every 
injected treatment  such as infection, which is favored here by the 
culture time. Many safety controls may be proposed or already exist to 
minimize these risks such as phenotype analyze, or telomerase activity 
evaluation and contamination  control previously described [50]. 
Moreover tumor induction by MSC is presently a source of discussions 
with different results depending on the type of cancer. Indeed, 
supportive effect on tumor  growth has been reported for cancers of 
colon [145], lymphoma [146], melanomas [147] through  immuno- 
modulation  [148] or proliferation of MSC in tumor  [149] whereas 
suppressive roles on tumor development were observed aft r injection 
of stem cells in liver cancer [150], leukemia [151], and  pancreatic 
cancer [152] mostly via a modification of Akt signali g [148]. The 
only consensus in this field is the preferential migration of stem cells 
to tumor  sites [153] which could be problematic for MSC systemic 
injections in case of unknown subclinical cancer. Nevertheless, these 
risks does not exclude cell therapy using for CRS but it has to be more 
investigated and the balance benefit/risk would have to be assessed for 
each patient with his informed choice. 
 
To conclude, considering CRS, evaluated MSC/ADSC strategies 
are all currently  based on  a secretory theory.  The arising of graft 
optimization such as biomaterials, and preconditioning may change 
the situation in the years to come. Of course, several challenges still 
need to be overcome before these strategies can be effectively used on 
human skin radio-injury. Nevertheless, pre-clinical and clinical trials 
show that stem cell therapy to mitigate CRS is a promising working 
hypothesis. All these strategies represent a hope and a huge benefit for 
local irradiated patients. 
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Annexe 3 :  
 
Protocole simplifié d’extraction des ARN avec le RNeasy lipid Tissue Mini Kit. 
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Annexe 4 : 
 
Procédure simplifiée de production et d’amplification d’ARNc marqué (kit Agilent RNA 
6000 Nano Assay protocol). 
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Annexe 5 : 
 
Abréviations des tableaux 5 et 6 : 
 
ACTA1 : Actine Alpha 1 
ACTC1 : Actine Alpha Cardiaque muscle 1 
ACTN2 : Actinin Alpha 2 
ADRA2B : Adréboreceptor Alpha 2B 
AKAP1 : A-Kinase Anchor Protein1 
AMH : Anti-Mullarian Hormon 
BLM : Bloom syndrome, RecQ helicase-like 
BMP15 : Bone Morphogenic Protein 15 
BMPR2: Bone Morphogenic Protein Receptor 2 
CCK:Cholecystokinin 
CDK5R1 : Cyclin-Dependant Kinase 5 Regulatory subunit 1 
CXCL12: C-X-C motif Chemokine Ligand 12 
DBH: Dopamine Beta Hydroxylase 
DCT : Dopachrome Tautomerase 
DRD1: Dopamine Receptor D1 
FANCE: Franconi Anemia Protein 
FFAR1 : Free Fatty Acide Receptor1 
FLT1 : FMS related Tyrosine kinase 1 
GALP : Galanin Like Peptide 
GRH : GrainyHead Protein 
GHRHR : Growth Hormone Releasing Hormone Receptor 
IL17 : Interleukine 17 
IL1B : Interleukine 1B 
INHA : Inhibin Alpha 
ITGB1: Integrin Beta 1 
LINGO1: Leucin Rich repeat and Ig Domain containing 1 
MYH3: Myosin Heavy chain 3 
NODAL: Nodal growth differentiation factor 
NTRK2: Neurotrophic Tyrosine Kinase Receptor type 2 
OPRD1: Opoide Receptor Delta1 
P2RY2Purinergic Receptor P2Y 
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PNMT: Phenylethanolamine N-Methyl Transferase 
PTPN7: Protein Tyrosine Phosphatase Non-receptor 7 
RASGRF1: Ras protein-Specific Guanine nucleotide-Releasing Factor 1 
RECQL4: RecQ Protein Like 4 
RIPK2: Receptor Interecting Serine -Threonine Kinase 2 
RXFP4: Relaxin/insulin like Family Peptide receptor 4 
TCF7L2: Trancrption Factor 7 Like 2 
TRPV4: Transient Receptor Potential cation channel subfamily V member 4 
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Annexe 6 :  
 
Plasmide pIRES2 EGFP. 
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Annexe 7 : 
 
Protocole simplifié d’utilisation de l’Endofree Maxi Kit (Qiagen). 
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Annexe 8 : 
 
Protocole simplifié de transfection avec l’appareil NUCLEOFACTOR IIAMAXA 
(Lonza). 
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Annexe 9 : 
 
Composition de la solution de travail pour le test du FRAP. 
 
Tampon acétate de sodium 300 mM : Conservation 2 mois
• C2H3NaO2 3.1g 
• Acide acétique glacial 16 ml 
• H2O 800 ml 
• Ajuster à pH = 3.6 
• H2O  qsp 1000 ml 
 
TPTZ (2,4,6 Tripyridyl-S-Triazine) 8 mM : Conservation 1 mois 
• TPTZ 249.6 mg 
• HCl 36 % : 308 µl ou HCl 37 % : 300 µl 
• H2O 100 ml  
 
FeCl3, 20 mM : Conservation 1 mois 
• FeCl3, 540 mg 
•  H2O   qsp 100 ml 
 
Solution de travail à  préparer extemporanément : 
• 25 ml Tampon acétate pH 3.6 
• 2.5 ml Solution TPTZ 
• 2.5 ml FeCl3 20 mM 
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Annexe 10 : 
 
Principe de la technique SCGE. 
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Titre 
Application de la thérapie cellulaire et génique au traitement du syndrome cutané radio-
induit 
 
Résumé  
Le syndrome cutané radio-induit (SCR), lié à une irradiation localisée de forte dose est une 
pathologie complexe. Le traitement actuel basé principalement sur l’injection de cellules souches 
autologues de la moelle osseuse (BM-MSC) est efficace mais reste cependant limité aux cas 
isolés. Pour optimiser ce traitement, la mise en place de banque de cellules souches issues du tissu 
adipeux (ASC, plus abondantes que les BM-MSC), a été évaluée sur un modèle in vivo de SCR. 
L’intérêt des banques d’ASC autologues ainsi que la complexité du traitement par ASC 
allogéniques ont été mis en évidence. La faisabilité d’une optimisation du sécrétome des ASC par 
la protéine Sonic Hedgehog via une technique de thérapie génique transitoire a également été 
démontrée. L’étude des effets du sécrétome des ASC manipulées ou non sur des fibroblastes 
irradiés a mis en évidence l’implication de leurs facteurs paracrines dans des processus clés de la 
régénération tissulaire. L’ensemble de ces travaux permettent d’envisager la mise en place de 
nouvelles stratégies thérapeutiques pour le SCR, applic bles aux accidents de masse et aux 
patients victimes d’irradiation hétérogène associée. 
Mots clés : Thérapie cellulaire ; Thérapie génique ; Cellules souches dérivées du tissu adipeux ; 
Syndrome cutané radio-induit ; Sonic Hedgehog 
 
 
Title 
Application of cell and gene therapy to treat cutaneous radiation syndrome 
 
Abstract  
Cutaneous radiation syndrome (CRS) caused by high dose local irradiation is a complex 
pathology. Currently, its treatment is mainly based on bone marrow mesenchymal stem cell (BM-
MSC) injections which are efficient but limited to isolated cases. In order to optimize this 
treatment, autologous and allogeneic adipose tissue derived stem cell banks (ASC, more abundant 
than BM-MSC) have been evaluated in an in vivo model of CRS. Interest of autologous ASC 
banking and the complexity of allogeneic banks have be n highlighted. The feasibility of ASC 
secretome optimization through the secretion of Sonic Hedgehog protein using transient gene 
therapy has also been demonstrated. Finally, the role of ASC (manipulated or not) paracrine 
factors in key processes of tissue regeneration have been shown on irradiated fibroblasts. This 
work suggests that new therapeutic strategies for CRS may be proposed in case of mass casualties 
and for victims with heterogeneous irradiation. 
Keywords: Cell therapy; Gene Therapy; Adipose tissue derived st m cells; Cutaneous radiation 
syndrome; Sonic Hedgehog 
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